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RESUMO

Os transtornos de ansiedade agrupam um conjunto de transtornos psicolégicos que sdo
caracterizados por sinais e sintomas em comum. Na esfera emocional, observa-se o medo,
ansiedade e estresse desproporcionais ao contexto. Os ambitos familiar, laboral e de
relacionamentos tém se mostrado como os principais prejudicados em um quadro ansioso,
comprometendo, pois, a qualidade de vida dos pacientes. Quanto aos psicofdrmacos
tradicionais, apesar de desempenharem um papel impar no controle dos sintomas, podem gerar
efeitos adversos nos pacientes, os quais diminuem as chances de adesdo terapéutica. Dessa
forma, torna-se necessaria a busca por substancias alternativas que apresentam eficicia no
tratamento de pacientes com transtornos de ansiedade, cujos efeitos colaterais sejam menos
danosos. No presente estudo, investigamos os efeitos do 1,8-cineol (CIN) em modelos
preditivos de ansiedade, como o Teste do Labirinto em Cruz Elevado e Teste Caixa
Claro/escuro. Para isso, camundongos swiss machos foram tratados por 14 dias com CIN nas
doses de 5,0, 10 e 25 mg/kg, Diazepam 1 mg/kg ou salina. A avaliagdo comportamental mostrou
que o CIN na dosagem de 5,0 mg/kg apresentou efeito do tipo ansiolitico nos testes Labirinto
em Cruz Elevado e Caixa Claro/escuro ¢ melhorou a capacidade exploratéria dos animais,
evidenciada pelos testes Placa Perfurada e Campo Aberto. Na analise neuroquimica, reduziu os
niveis de malondialdeido e niveis de nitrito/nitrato, especialmente na dosagem de 5,0 mg/kg,
mostrando atividade antioxidante e moduladora do sistema antioxidante endégeno. Além disso,
evidenciou-se que o CIN atua via receptor GABAA, dado apresentado através do uso da droga
flumazenil, antagonista de tal receptor gabaérgico. Conclui-se que o presente trabalho concedeu
evidéncias pré-clinicas do CIN como uma nova abordagem terapéutica para ser utilizado no

tratamento de transtornos neuropsiquidtricos como os transtornos de ansiedade.

PALAVRAS-CHAVE: ansiedade; 1,8-cineol; testes comportamentais; desequilibrio redox;

camundongos.



ABSTRACT

Anxiety disorders group a set of psychological disorders that are characterized by common
signs and symptoms. In the emotional sphere, there is fear, anxiety and stress that are
disproportionate to the context. The family, work and relationship spheres have been shown to
be the main harms in an anxious situation, thus compromising the quality of life of patients. As
for traditional psychotropic drugs, despite playing a unique role in controlling symptoms, they
can generate adverse effects on patients, which reduce the chances of therapeutic adherence.
Therefore, it is necessary to search for alternative substances that are effective in treating
patients with anxiety disorders, whose side effects are less harmful. In the present study, we
investigated the effects of 1,8-cineole (CIN) in predictive models of anxiety, such as the
Elevated Plus Maze Test and the Light/Dark Box Test. For this, male Swiss mice were treated
for 14 days with CIN at doses of 5, 10 and 25 mg/kg, Diazepam 1 mg/kg or saline. The
behavioral evaluation showed that CIN at a dosage of 5 mg/kg had an anxiolytic-like effect in
the Elevated Cross Maze and Light/Dark Box tests and improved the animals' exploratory
capacity, evidenced by the Perforated Plate and Open Field tests. In neurochemical analysis, it
reduced malondialdehyde levels and nitrite/nitrate levels, especially at a dosage of 5 mg/kg,
showing antioxidant and modulating activity of the endogenous antioxidant system.
Furthermore, it was shown that CIN acts via the GABAA receptor, data presented through the
use of the drug flumazenil, an antagonist of this GABAergic receptor. It is concluded that the
present work provided preclinical evidence of CIN as a new therapeutic approach to be used in

the treatment of neuropsychiatric disorders such as anxiety disorders.

KEYWORDS: Anxiety; 1,8-cineole; behavioral tests; redox imbalance; mice;
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1. INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade agrupam um conjunto de transtornos psicologicos que sdao
caracterizados por sinais e sintomas em comum, possuindo frequéncia e intensidade altas, além
de comprometimento funcional importante. Interferem negativamente na qualidade de vida das
pessoas acometidas, com potencial de lhes causar prejuizos significativos em diversos ambitos
da vida, como o social, o familiar e o laboral (D’avila ef al., 2020).

Quanto as categorias nosologicas, atualmente o Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM) os classifica como Transtorno de Ansiedade de Separagdo,
Mutismo Seletivo, Fobia Especifica, Transtorno de Ansiedade Social (fobia social),
Agorafobia, Transtorno de Ansiedade Generalizada, Transtorno do Panico, Transtorno de
Ansiedade induzido por substancia/medicamento ¢ Transtorno de Ansiedade devido a outra
Condicao Médica (DSM-V-TR, 2023).

As variagdes entre os transtornos de ansiedade residem nos tipos especificos de objetos
ou situagdes que provocam medo, ansiedade ou comportamentos de esquiva, assim como na
natureza dos pensamentos associados. Embora haja uma consideravel comorbidade entre esses
transtornos, sua distingdo pode ser estabelecida através da andlise minuciosa dos tipos de
situacdes temidas e evitadas, bem como através do contetido dos pensamentos e da identificacao
das crengas envolvidas (Bhattacharya et al., 2023).

Quanto a sintomatologia, de modo geral, observa-se o medo, ansiedade e estresse
desproporcionais ao contexto. No que diz respeito ao cognitivo, observa-se a hipervigilancia,
hipotenacidade, pensamentos catastroéficos, com antecipagdo de ameaca no futuro. Quanto as
alteracdes comportamentais, as acdes seguem um padrdo de fuga/esquiva, podendo haver
procrastinagao, isolamento social, rituais repetitivos e compulsdes. Como repercussoes fisicas,
observa-se a tensdo muscular, hiperventilagao e taquicardia (DSM-V-TR; Beck, 2022).

Todos os transtornos psicologicos, sem excegao, possuem etiologia multifatorial. Isso
significa dizer que ndo ha um fator patognomonico que distingue, biologicamente, um
transtorno de outro, tal qual observamos no campo das ciéncias biomédicas, por exemplo.
Genética, histéria de vida, ambiente e personalidade sdo alguns dos aspectos que estdo
relacionados em maior ou menor grau ao desencadeamento de um transtorno (Dalgalorrondo,
2019).

Os transtornos de ansiedade t€ém sido apontados como um dos transtornos mentais mais

frequentes, possuindo uma prevaléncia em torno de até 11 a 18% no mundo (Somers et al.,
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2006; Remes et al., 2016). No Brasil, estudos epidemioldgicos nas cidades de Sao Paulo e Rio
de Janeiro revelaram pelo menos algum transtorno de ansiedade em 18,8 a 20,8% da populagao,
sendo a agorafobia um dos transtornos mais comuns (Ribeiro et al., 2013; Costa et al., 2019).

Esses dados sofreram um aumento apds a pandemia da Covid-19, tendo em vista as
condicdes de isolamento social, medo, estresse intenso e imprevisibilidade. A soma desses
fatores contribuiu para o agravo na saude mental (Guilland et. a/ 2022). Nesse sentido, foi
realizada uma pesquisa no Brasil no ano de 2020 a qual objetivou investigar as consequéncias
psicoldgicas em decorréncia do periodo pandémico. Dos 45.161 respondentes, 40,4% relataram
que se sentiam frequentemente deprimidos, 52,6% ansiosos, 43,5% relataram inicio de
problemas de sono e 48% problemas de sono preexistentes e agravados. Esses sintomas
mostraram-se mais prevalentes entre adultos jovens, mulheres e pessoas com antecedentes de
transtornos mentais (Barros et al., 2020).

Neurobiologicamente, os transtornos de ansiedade estdo interligados as agdes
combinadas de circuitos neurais, os quais emergem da amigdala, do nucleo da estria terminal do
hipocampo ventral e do cortex pré-frontal. Apesar de haverem regides cerebrais preponderantes
nessa cascata de eventos neuroquimicos, ressalta-se que o cérebro sofre modificagdes
estruturais e funcionais de modo integrativo. Essas alteragdes fisiologicas podem desencadear
sensagoes fisicas desagradaveis, como a taquicardia, sudorese, formigamento nas extremidades
e cefaleias (Pennix et al., 2021; Prevedello, 2019).

Estudos pré-clinicos realizados com animais tém sido importantes na elucidacdo dos
mecanismos neurobioldgicos de diversos transtornos, além de investigarem novas alternativas
terapéuticas. Os modelos de ansiedade, em especifico, buscam simular um ambiente que possa
desencadear diferentes formas de aversdao ou desconforto. Os comportamentos e reagdes
fisioldgicas desencadeados pela exposicdo a esses sinais de possivel perigo sdo empregados
como indicadores de ansiedade e frequentemente se correlacionam com as medidas de
ansiedade observadas em humanos (Wegener; Neigh, 2021).

O tratamento clinico dos transtornos de ansiedade é norteado, dentre outros critérios,
pela gravidade. Para casos de intensidade leve, ¢ indicada a psicoterapia, sendo a Terapia
cognitivo-comportamental considerada padrdo ouro. Para casos moderados a graves,
recomenda-se a farmacoterapia combinada com psicoterapia (Bhattacharya, et al, 2023).
Quanto aos psicofarmacos disponiveis, os principais grupos utilizados sao os Inibidores

Seletivos de Recaptagdo de Serotonina (ISRS), Benzodiazepinicos, Antidepressivos Triciclicos
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(ATCs) e Inibidores da Recaptacdo de Serotonina e Noradrenalina (IRSN) (Garakani, et al.,
2020).

Embora sejam importantes aliados na atenuacdo de sintomas ansiosos, esses
medicamentos podem acarretar uma variedade de efeitos adversos nos pacientes. Dentre eles,
estdo déficit de memoria e de atengdo, tonturas, vertigens, visdo turva, nauseas ou vomitos,
fadiga e sonoléncia (Seppala et al., 2018). Além disso, junto aos possiveis efeitos colaterais, €
comum que muitos pacientes ndo obtenham uma resposta satisfatéria ao tratamento em um
primeiro momento, exigindo a necessidade de aumentar a dose ou realizar associagdes
medicamentosas. Esse conjunto de fatores pode acarretar o abandono do tratamento
psicofarmacologico, fato este que retarda ou impossibilita a remissdao dos sintomas (Boni ef al.,
2021).

Mediante tais problematicas, pesquisas em todo o mundo estdo sendo intensamente
desenvolvidas na ultima década, a fim de investigarem tratamentos farmacolédgicos alternativos
que possuam alto nivel de eficacia e que produzam baixos efeitos adversos no organismo. Nesse
interim, destacam-se os derivados de plantas e bioativos, os quais possuem constituintes com
propriedades farmacoterapéuticas promissoras para o tratamento clinico de transtornos
psiquiatricos, como Depressdo e Ansiedade e doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e
Parkinson (Mursal ef al., 2024; Sytar; Smetanska, 2021).

Nesse contexto, insere-se o 1,8-CINEOL (CIN), também denominado eucaliptol. Trata-
se de um monoterpeno, constituinte de oleos essenciais de plantas, como o eucalipto,
manjericdo e horteld; ele apresenta propriedades farmacoldgicas abrangentes, incluindo
atividades anti-inflamatdrias, antioxidantes e neuroprotetoras (Cai et al., 2021). A sua molécula
¢ lipofilica e de tamanho reduzido, caracteristicas que viabilizam a penetracdo na barreira
hematoencefalica. Estudos indicam que esse composto aumenta consideravelmente a atividade
locomotora em camundongos e reduz a imobilidade, sugerindo uma atividade ansiolitica e
antidepressiva (Dougnon; Ito, 2023).

Utilizamos nesse estudo um modelo de ansiedade em roedores que mimetiza os efeitos
de um ambiente ansiogénico, a partir de pardmetros estabelecidos e validados na literatura.
Utilizamos o CIN nas doses de 5,0 mg/kg, 10mg/kg e 25 mg/kg para tratamento dos sintomas
associados a ansiedade. A avaliacdo comportamental evindeciou que o CIN na dosagem de 5,0
mg/kg apresentou efeito do tipo ansiolitico nos testes Labirinto em Cruz Elevado e Caixa
Claro/escuro e melhorou a capacidade exploratoria dos animais, evidenciada pelos testes Placa

Perfurada e Campo Aberto.
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Na andlise neuroquimica, o CIN reduziu os niveis de malondialdeido (MDA) e niveis de
nitrito/nitrato, especialmente na dosagem de 5,0 mg/kg, mostrando atividade antioxidante e
moduladora do sistema antioxidante endogeno. Além disso, evidenciou-se que o CIN atua via
receptor GABAA, dado apresentado através do uso da droga flumazenil, antagonista de tal

receptor gabaérgico.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Transtornos de ansiedade: definicao e classificacoes

A ansiedade ¢ um tipo de emocao inata ao ser humano e possui a fungao de nos alertar
para uma possivel ameaca ou perigo. Em contextos mais extremos, ela nos auxilia a evitar
situacdes que pde nossa vida em risco. Em circunstancias menos extremas, ela pode ser util no
processo de preparagdo para algo importante, como a realizagdo de uma prova da faculdade, por
exemplo. A nivel evolutivo, tanto a ansiedade quanto o medo foram essenciais para a
sobrevivéncia da nossa espécie, pois nos ajudaram a identificar predadores e a evitar locais onde
a probabilidade de encontra-los era alta (Hofmann, 2022; Sapolsky, 2021).

A diferenca entre essas duas emogdes pode ser apontada a partir da presenga real de um
objeto ou situagao ameacadora, caracterizada pelo medo. Enquanto que no estado de ansiedade
h4 a prevaléncia de pensamentos focados no futuro, sempre no sentido catastrofico com
superestimacao da probabilidade de algum evento tragico ocorrer (Penninx ef al., 2021).

Sabendo dessa linha ténue entre o normal e o patolégico, o Manual Diagnostico e
Estatistico dos Transtornos Mentais (DSM, American Psychiatric Association, 2023) vem
estabelecendo, ao longo de suas versdes, critérios clinicos para diagndstico dos transtornos de
ansiedade estando em sua versao V-TR (5% edi¢do). Segundo o manual, o que diferencia uma
ansiedade adaptativa de um transtorno de ansiedade sdo os fatores de frequéncia, intensidade e
comprometimento funcional. Estes persistem por um tempo além do que geralmente se espera
em periodos de estresse pontual, podendo durar por seis meses ou mais (Szuhany; Simon,
2022).

Dado que os individuos com transtornos de ansiedade geralmente tendem a superestimar
0 perigo, ou seja, costumam catastrofizar o futuro, a avaliagdo primordial do excesso ou
despropor¢do do medo ou ansiedade ¢ realizada pelo profissional de saude mental,

resguardando as variaveis culturais pertinentes. Muitos transtornos de ansiedade se manifestam
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durante a infancia e tendem a persistir, caso ndo recebam o tratamento adequado. A maioria
desses transtornos ¢ mais prevalente em mulheres do que em homens (com uma propor¢ao
aproximada de 2:1). O diagnostico de cada transtorno de ansiedade ¢ estabelecido somente
quando constatado que os sintomas ndo sejam decorrentes de causas organicas e também que
ndo sejam explicados de forma mais satisfatoria por outro transtorno mental (Mutz et al., 2022;
Penninx et al., 2021; DSM-V-TR).

No que se refere aos sintomas, geralmente sao observados niveis de medo, ansiedade e
estresse que estdo desproporcionais ao contexto. Em termos cognitivos, hd uma tendéncia a
hipervigilancia, a hipersensibilidade e a pensamentos catastroficos, acompanhados da
antecipacao de ameacas futuras. Em relacdo as mudangas comportamentais, os individuos
muitas vezes adotam padroes de fuga ou esquiva, podendo apresentar procrastinacao,
isolamento social, envolvimento em rituais repetitivos e compulsdes. Quanto as manifestagdes
fisicas, ¢ comum observar tensdo muscular, hiperventilagdo e taquicardia (DSM-V-TR; Beck,
2022).

Os transtornos de ansiedade t€ém uma etiologia multifacetada, com uma interacao
complexa entre fatores genéticos, neurobiologicos, psicoldgicos e ambientais. Pesquisas
cientificas t€m identificado uma série de fatores desencadeadores que contribuem para o
desenvolvimento desses transtornos. Por exemplo, estudos sugerem que experiéncias
traumaticas na infancia, como abuso fisico, emocional ou sexual, podem aumentar
significativamente o risco de desenvolver transtornos de ansiedade mais tarde na vida. Além
disso, a predisposi¢ao genética desempenha um papel importante, com evidéncias indicando
estimativas de herdabilidade oscilando entre 30% e 40%. Estudos apontam, ainda, para o papel
dos genes NOTCH1, BDNF e FKBP5 no desenvolvimento de ansiedade em pessoas expostas ao
estresse precoce e a contribuicdo dos genes SLC6A4, OXTR e COMT nos danos da
funcionalidade cerebral e risco de deflagragdo de um transtorno de ansiedade em ambientes
psicossociais desfavoraveis (Costa; Alves, 2023; Narmandakh et al., 2021;).

Além dos fatores bioldgicos, fatores ambientais e de estilo de vida também
desempenham um papel crucial. Por exemplo, estresse cronico, historia de vida adversa,
pressdes sociais, desafios interpessoais e condigdes socioecondmicas desfavoraveis podem
desencadear, manter e/ou agravar os sintomas de ansiedade. Compreender esses diversos
fatores desencadeadores e entender que se trata de um fendmeno biopsicossocial ¢
imprescindivel para o desenvolvimento de estratégias de prevencao e intervengao eficazes no

tratamento dos transtornos de ansiedade (Riachi; Holma; Laitila, 2022).
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Um transtorno de ansiedade pode variar em intensidade, podendo ser classificado como
leve, moderado ou grave, e sua duragdo pode persistir desde semanas até anos. A American
Psychiatric Association (APA), por meio do Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos
Mentais (DSM), estabelece algumas categorias nosoldgicas de transtornos de ansiedade,
baseando-se no tipo de objetivo ou situagdo desencadeantes e também nos conteudos
cognitivos, as quais sao descritas a seguir:

° Transtorno de Ansiedade por Separagdo: € caracterizado por um medo
excessivo de se separar de figuras de apego, como pais ou cuidadores, resultando em
angustia significativa ao individuo. Este transtorno ¢ mais comumente observado em
criancas, embora também possa afetar adultos. O TAS estd associado a um
desenvolvimento emocional e psicossocial prejudicado, podendo levar a dificuldades de
adaptacao em diferentes areas da vida, como laboral, social e familiar (Fiuza, 2023; DSM-
V-TR).

° Mutismo Seletivo: também conhecido como transtorno de recusa da fala, ¢
marcado pela incapacidade persistente de falar em situacdes especificas, apesar de possuir
habilidades de linguagem em outras circunstancias. Geralmente, manifesta-se na infancia,
afetando mais comumente criangas em idade escolar. As criangas afetadas podem falar
normalmente em casa ou em ambientes familiares, mas se recusam a falar em outras
situagdes, gerando significativo desconforto e prejuizos em sua vida cotidiana. Essa
condicdo ¢ frequentemente marcada por intensa ansiedade social (Lucas; Costa, 2021).

° Fobia Especifica: ¢ um transtorno de ansiedade caracterizado por um medo
intenso e irracional de um objeto ou situacao especifica, que leva a uma evitagao persistente
e acentuada desses estimulos temidos. Este transtorno pode abranger uma ampla gama de
fobias, como medo de animais, situacdes sociais, espacos fechados, avido, sangue e tomar
injecdes (Lemos et al., 2024; DSM-V-TR).

° Transtorno de Ansiedade Social (Fobia Social): ¢ tipificado por um medo
intenso e persistente de situagdes sociais, como aniversarios, encontros ou de desempenho
como apresentagdo de trabalhos académicos, acompanhado por preocupagdo excessiva em
ser julgado negativamente por outras pessoas, realizando antecipagdes catastroficas de que
tudo serd um desastre e que a possibilidade de haver alguma critica ¢ insuportavel e
inconcebivel (Vasconcelos et al., 2022).

° Transtorno do Pdnico: ¢ uma condicdo marcada por episddios de panico

recorrentes e imprevisiveis, caracterizados por uma intensa sensa¢ao de medo ou terror, que
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atinge seu auge em questdo de minutos. Estes episodios frequentemente apresentam
sintomas fisicos intensos, como taquicardia, sudorese, tremores, dificuldade respiratoria,
sensagdao de sufocamento, dor no peito, tonturas, nauseas, calafrios ou ondas de calor
(Pinheiro, 2022; DSM-V-TR).

° Transtorno de Ansiedade Generalizada: é caracterizada por uma preocupagao
crOnica e desproporcional em relagdo a diversos eventos ou atividades da rotina didria,
como trabalho, familia e relacionamento. Essa preocupacdo ¢ caracterizada por uma
dificuldade persistente em ser controlada e estd comumente acompanhada por
manifestagdes fisicas, tais como aumento da tensdo muscular, fadiga, irritabilidade,
comprometimento da capacidade de concentragdo, distirbios do sono e sensagdo de
inquietude (D’avila et al., 2020).

° Agorafobia: ¢ definida pela manifestagdo de um medo ou ansiedade intensos
relacionados a situagdes ou ambientes nos quais escapar pode ser dificil ou pode gerar
constrangimento, como transporte publico, supermercados e filas de bancos. Tais situagdes
ou ambientes sdo frequentemente evitados ou enfrentados com uma sensagdo de medo ou
ansiedade intensa (Wilhelm et al., 2024; DSM-V-TR).

° Transtorno de Ansiedade induzido por substancia/medicamento. trata-se de uma
condi¢do em que a ansiedade ¢ originada diretamente pelos efeitos fisiologicos de uma
substancia psicoativa ou medicamento. Essa ansiedade pode se apresentar tanto na fase de
intoxicagdo quanto na de abstinéncia, envolvendo desde sintomas leves até ataques de
panico severos (Goldfield; Zhang; George, 2024).

° Ansiedade devido a outra Condi¢do Médica: ¢ caracterizada por uma condic¢ao
na qual os sintomas de ansiedade sdo diretamente desencadeados por uma condi¢do médica
subjacente. Essa condicdo médica pode abranger uma variedade de problemas de saude
fisica, tais como doencas cardiacas, disturbios endocrinos, doengas neurologicas, disturbios

respiratorios, dor cronica, entre outros (Riordan; Singhal, 2018; DSM-V-TR).

2.1.2 Epidemiologia

Cerca de 4,5% da populagao global, equivalente a aproximadamente 300 milhdes de

individuos, sdo estimados como acometidos pelo transtorno de ansiedade. Este numero

representa um aumento de mais de 55% entre 1990 e 2019. A taxa de prevaléncia mundial para

todos os tipos de transtornos de satide mental € de 12.537 casos por 100.000 pessoas, enquanto a
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taxa especifica para transtornos de ansiedade ¢ de 3.895 por 100.000 habitantes.
Comparativamente a outros transtornos psiquidtricos, a prevaléncia dos transtornos de
ansiedade ¢ nitidamente superior (Javaid et al., 2023).

Constatou-se que a distribuicdo etaria dos novos casos revelou uma incidéncia a partir
dos dez anos de idade. Observaram-se dois picos nas faixas etarias de 10 a 14 anos e de 35 a 39
anos. Apos os 65 anos de idade, a incidéncia de novos casos diminui. Entretanto, a prevaléncia
permanece alta entre os idosos. E vélido ressaltar que a distribui¢io etaria dos novos casos ¢ a
prevaléncia dos transtornos de ansiedade se mantiveram estaveis nas ultimas trés décadas
(Javaid et al., 2023).

Os dados mais recentes também revelam disparidades regionais na prevaléncia e no
acesso aos servigos de satide mental para transtornos de ansiedade. Segundo a Organizagao Pan-
Americana de Saude (OPAS, 2022), regides com recursos limitados, a identificacdo e
tratamento desses transtornos muitas vezes enfrentam desafios significativos. Essa discrepancia
sublinha a urgéncia de investimentos em programas de saude mental, politicas de satde publica
e iniciativas de conscientizagdo para garantir que todas as pessoas, independentemente de sua
localizagdo geografica ou situagdo socioecondmica, tenham acesso a servigos de tratamento dos
transtornos de ansiedade de qualidade.

Estudos epidemioldgicos realizados em cidades como Sao Paulo e Rio de Janeiro, no
Brasil, revelaram que entre 18,8% a 20,8% da populagdo apresenta algum tipo de transtorno de
ansiedade, com destaque para a agorafobia como um dos transtornos mais comuns (Ribeiro et
al., 2013; Costa et al., 2019). Esses nimeros demonstraram um aumento apds o surgimento da
pandemia da Covid-19, devido as condi¢gdes de isolamento social, medo, estresse intenso e
imprevisibilidade associadas a crise sanitaria. A intersecao desses fatores contribuiu para o
agravamento da saude mental (Guilland et al., 2022).

Diante desse cenario, uma pesquisa realizada no Brasil em 2020 teve como objetivo
investigar as consequéncias psicologicas decorrentes do periodo pandémico. Dos 45.161
participantes, 40,4% relataram sentir-se frequentemente deprimidos, 52,6% ansiosos, 43,5%
apresentaram inicio de problemas de sono e 48% relataram problemas de sono pré-existentes
agravados. Esses sintomas foram mais prevalentes entre adultos jovens, mulheres e individuos

com histérico de transtornos mentais (Barros et al., 2020).

2.1.3 Neurobiologia da ansiedade
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A ansiedade ¢ desencadeada por uma percep¢ao de perigo iminente que ¢ processada
pelo sistema nervoso central (SNC). O medo e a ansiedade sdo processados, em um primeiro
momento, nas mesmas regides cerebrais, do sistema limbico, incluindo a amigdala, corpo
estriado ventral e o hipocampo. A amigdala ¢ uma estrutura bilateral, situada dentro da metade
anterior do giro parahipocampal e ¢ responsavel pela identificacdo de estimulos considerados
perigosos (Suzigan, 2024).

E constituida por cerca de 12 nicleos agrupados em trés divisdes com fungdes
diferentes: basolateral, corticomedial e central. A Amigdala basolateral desempenha um papel
crucial no registro e aprendizado do medo e envia sinais para a amigdala central. Além disso,
possui uma ligacdo direta com o cortex pré-frontal. O corpo estriado ventral ¢ uma regido
associada ao sistema limbico e estd intimamente relacionada ao controle motor diante das
emogdes. O hipocampo ¢ uma regido que desempenha um papel fundamental na aprendizagem
e na consolidagdo da memoria declarativa (Suzigan, 2024; Sapolsky, 2021).

Estudos de neuroimagem evidenciaram atividades anormais na regido da amigdala em
pessoas com transtorno de ansiedade, sugerindo que esta pode explicar a hipervigilancia que ¢
bastante observada e relatada nos pacientes. O sistema autdnomo simpatico ¢ ativado em apos a
recepgdo destes sinais de alerta, onde a pessoa se prepara para uma situagcdo de luta ou fuga,
porém tao-somente em decorréncia de pensamentos catastroficos. (Prevedello, 2019; Kamali et
al., 2023).

A formacao reticular do tronco cerebral também estéd intimamente associada as respostas
de ansiedade, uma vez que induz a despolarizagdo do tdlamo, resultando na excitacdo dos
circuitos neuronais do cortex pré-frontal. Isso leva a formagdo das informagdes sensoriais,
direcionando o foco do individuo para a situagao de perigo. O cortex pré-frontal desempenha
um papel fundamental na identificagdo, planejamento e tomada de decisdes a partir de dados
sensoriais captados interna e/ou externamente. Nos transtornos de ansiedade ¢ observada uma
intensa atividade nesta regido (Golan ef al., 2018; Baumel ef al., 2022).

Até a década de 1980, prevalecia a concepgdo de que os transtornos de ansiedade
estavam primariamente ligados aos circuitos neuronais gabaérgicos, onde o acido gama-
aminobutirico (GABA) desempenhava o papel principal como neurotransmissor inibitério do
SNC. No entanto, estudos neurocientificos recentes t€ém apontado para o envolvimento crucial
das vias neurais que liberam serotonina (5-HT) e noradrenalina (NE) na neurobiologia dos

transtornos de ansiedade. Nessa perspectiva, as vias gabaérgicas passaram a ser vistas como
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moduladoras dessas vias, em um complexo sistema de regulacdo neuroquimica (Brunton;
Chabner; Knollmann, 2019).

As monoaminas, como dopamina, 5-HT e NE, se localizam em pequenas populacdes de
neurdnios com corpos celulares distribuidos pelo tronco encefélico e pelo prosencéfalo basal.
Estes neurdnios se projetam de forma difusa para areas corticais e outras regides cerebrais.
Além de desempenharem fungdes sindpticas locais de excitacdo ou inibi¢dao, os neurénios que
conttm monoaminas estdo intimamente associados as fung¢des cognitivas, limbicas e
comportamentais do individuo. As vias monoaminérgicas, particularmente as constituidas por
neurdnios serotoninérgicos e noradrenérgicos, sdo protagonistas na neurobiologia dos
transtornos de ansiedade (Suzigan, 2024).

Estudos apontam que os transtornos de ansiedade podem estar diretamente associados
ao estresse cronico. Pessoas que estdo constantemente expostas a situagdes adversas possuem
um risco maior de desenvolver algum transtorno de ansiedade, especialmente se ocorrer em uma
frequéncia e intensidade consideraveis nos primeiros anos de vida. Ainda assim, mesmo em
sujeitos adultos esse risco também parece estar ligado ao estresse (Barbosa et al., 2010; Sharifi-
Rad, 2020).

Como consequéncia neurofisiologica da cronicidade do estresse, tem-se o estresse
oxidativo, o qual consiste em um desequilibrio entre os compostos oxidantes € 0s mecanismos
de defesa antioxidantes. A consequéncia dessa alteracdo ¢ a producdo excessiva de radicais
livres, por meio da cadeia transportadora de elétrons. A partir disso, o corpo detecta uma
ameaca, fazendo com que seja ativado o sistema antioxidante em uma tentativa de retornar ao
estado homeostatico (Kamali ef al., 2023).

Essa dindmica, em condigdes ideais, exerce um papel fundamental para a regulagao
bioquimica. Entretanto, quando excessiva, pode causar um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, favorecendo, portanto, a produgdo acentuada de radicais livres. Tal
condi¢do desemboca na oxidag¢do de biomoléculas, podendo resultar em perda de suas fungdes
biologicas e instabilidade homeostatica. Os principais radicais livres e espécies reativas de
oxigénio sdo o Superodxido (Oz¢), a hidroxila (OHe) e o peréxido de hidrogénio (H>O,) (Barbosa
et al., 2010).

Além disso, o sistema imunologico pode produzir espécies reativas de nitrogénio
(RNS), os quais sao caracterizados por compostos nitrogenados que tém alta reatividade, como
o Oxido Nitrico (NO), Peréxido Nitrico (NO,-), Peroxinitrito (ONOO-) e Radical Nitrose

(‘NO3).Quando produzidos em excesso, essas substincias podem ser prejudiciais para as
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células, podendo resultar em neuroinflamagdo, a qual estd associada a diversos transtornos
neuropsiquiatricos, como a depressao e ansiedade (Won; Kim, 2020; Santos, 2019).

Dessa maneira, o sistema de defesa antioxidante entra em agao, objetivando barrar esses
prejuizos. Tais mecanismos podem acontecer por meio de sistemas de prevengdo, de varredura
ou de reparo. Além disso, o sistema pode ser dividido em enzimatico e ndo-ezimatico. O sistema
enzimatico possui as enzimas Superdxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa
Peroxidase (GPx) (Santos, 2019).

Existem alguns marcadores do estresse oxidativo, os quais sdo acionados quando a
quantidade de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de acdo dos
antioxidantes. Dentre esses marcadores estdo as substancias reativas ao acido tiobarbitirico
(TBARS), os quais consistem em um subproduto da peroxidacao lipidica. A presenga dessas
substancias indica danos celulares (Barbosa ef al., 2010).

O estresse oxidativo ¢ extremamente prejudicial ao organismo, pois causa danos e até
mesmo a morte celular, afetando estruturas celulares cruciais, como o DNA e os lipidios. Esta
ultima ¢ denominada de peroxidagao lipidica. Ademais, estudos vém apontando a sua intima
relacdo com os transtornos de ansiedade (Bouayed; Soulimani, 2018). A depender da
cronicidade de situagdes adversas e estressantes, os casos podem ser de maior ou menor
gravidade. Fato ¢ que toda essa alteragdo a nivel celular, € fator de risco para varias doengas
neuropsiquiatricas, incluindo os transtornos de humor e deméncias (Barbosa et al.,2010;

Sharifi-Rad, 2020; Bouayed; Soulimani, 2018).

2.2 Modelos preditivos de efeitos ansioliticos

Na pesquisa basica, os experimentos ocorrem por meio de modelos, os quais objetivam
representar um fendmeno complexo de uma maneira mais simples. Assim sendo, busca-se
simular situagdes por meio de sistemas conhecidos, reconhecendo as limitagdes intrinsecas a
essa metodologia, porém observando as contribui¢des relevantes que esta traz na elucidagao de
diversas patologias, incluindo os transtornos neuropsiquiatricos (Wegener; Neigh, 2021).

Os modelos preditivos de ansiedade com roedores visam representar um ambiente que
possa desencadear diferentes formas de aversao ou desconforto. Os comportamentos e reagdes
fisiologicas desencadeados pela exposi¢do a esses sinais de possivel perigo sdo empregados
como indicadores de ansiedade e frequentemente se relacionam com as medidas de ansiedade

observadas em humanos. Esses modelos sdo caracterizados pela percep¢ao da aprendizagem
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associativa de estimulos aversivos, a fim de investigar o potencial terapéutico de drogas
ansioliticas (Nunes; Hallak, 2014).

Existem alguns testes especificos que sdo balizadores dos referidos modelos, os quais
buscam analisar comportamentos ansiosos, como o campo aberto, caixa claro/escuro, labirinto
em cruz elevado e placa perfurada, além de outros voltados para a socializagdo, como interacao
social com outros roedores. Tais testes objetivam analisar o comportamento de fuga/esquiva
natural dos roedores em situagdes que representam perigo e também a sua atividade
exploratoria, por meio da superagdo do conflito dessas duas caracteristicas inatas (Acikgoz;

Dayi, 2022).

2.3 Tratamento clinico

Atualmente, as linhas de tratamento para os transtornos de ansiedade envolvem
psicotropicos e psicoterapia. Quanto a esta ultima, a abordagem mais indicada ¢ a Terapia
Cognitivo-comportamental (TCC). A TCC ¢ uma abordagem terapéutica baseada no modelo
cognitivo desenvolvido por Aaron Beck, o qual compreende a identificacdo de situacdes,
pensamentos, emogdes e comportamento. O profissional que atende com essa abordagem, os
pacientes a identificar e desafiar padroes de pensamentos desadaptativos e a aprender novas
estratégias de enfrentamento, com a intencao de atenuar os sintomas (Beck, 2022; Carpenter,
2018).

A associagdo de medicamentos com a psicoterapia tem demonstrado importante
contribuicdo na melhora dos quadros ansiosos, especialmente nos casos considerados
moderados a graves. Para casos leves, a Terapia Cognitivo-comportamental demonstrou ser
efetiva sem a necessidade de psicofarmacos (Curtiss et al., 2021). Quanto aos medicamentos, 0s
principais grupos utilizados sdo os Inibidores Seletivos de Recaptacdo de Serotonina (ISRS),
Benzodiazepinicos, Antidepressivos Triciclicos (ATCs) e Inibidores da Recaptagdao de
Serotonina e Noradrenalina (IRSN) (Garakani, et al., 2020).

Os Inibidores Seletivos de Recaptagdo de Serotonina (ISRS) pertencem a uma classe de
antidepressivos; seu mecanismo de acdo ocorre atraves da inibigdo da recaptagdo da serotonina
(5-hidroxitriptamina ou 5-HT). Dessa maneira, possibilitam o aumento da concentracao desse

neurotransmissor no corpo e no cérebro. Atualmente, sdo os que oferecem menores riscos na
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administracdo e também possuem melhor custo beneficio. Alguns deles sdo Fluoxetina,
Sertralina, Paroxetina, Citalopram e Escitalopram (Matschinske et al., 2022).

Os Benzodiazepinicos sao medicamentos que, a depender da dosagem, podem ser
utilizados como ansioliticos, sedativos ou hipnoticos. Esses compostos dificultam a excitagdo e
a transmissdo de sinais em neurdnios que expressam o receptor GABA-A, cuja ativagdo ocorre
quando o neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) se conecta. A hiperpolarizacao
resultante reduz a probabilidade de ativagdo neuronal em diversas vias do sistema nervoso
central, muitas das quais estdo associadas a regulacdo da ansiedade e tensdo. Os mais
conhecidos sdo Diazepam, Alprazolam, Lorazepam e Clonazepam (Garakani, et al., 2020)

Os Antidepressivos Triciclicos recebem essa denominagdo devido a estrutura quimica
que apresenta trés anéis de carbono. Esses farmacos atuam predominantemente inibindo a
recaptagdo pré-sinaptica de monoaminas, incluindo, especialmente, a norepinefrina e
serotonina, € em menor propor¢ao, dopamina. Essa agdo ocorre através do bloqueio dos sitios de
transporte de norepinefrina e serotonina, resultando em um aumento das concentragdes
sindpticas desses neurotransmissores. Dentre, tem-se Amitriptilina, Imipramina, Nortriptilina,
Clomipramina, Doxepina e Trimipramina (Vasconcelos et al., 2024).

Os Inibidores da Recaptagdo de Serotonina e Noradrenalina (IRSN), também
denominados duais, pertencem a uma classe de antidepressivos que atuam inibindo a recaptagao
dos neurotransmissores serotonina (5-HT) e noradrenalina (também conhecida como
norepinefrina) nos espagos sinapticos do sistema nervoso central. Seu mecanismo de agdo
envolve bloquear os transportadores de serotonina e noradrenalina localizados nas membranas
pré-sindpticas dos neurdnios. Possuem uma maior seletividade, em comparagdo com os
antidepressivos triciclicos, o que diminui significativamente a ocorréncia de efeitos colaterais
como boca seca, tonturas e constipagdo (Vasconcelos ef al., 2024).

Embora desempenhem um papel crucial na redug¢do dos sintomas de ansiedade, esses
medicamentos podem provocar uma variedade de efeitos adversos nos pacientes. Estes incluem
comprometimento da memoria e da atencdo, tonturas, vertigens, visao turva, nduseas ou
vOmitos, fadiga e sonoléncia (Seppala ef al., 2018). Além disso, juntamente com os possiveis
efeitos colaterais, ¢ frequente que muitos pacientes nao apresentem uma resposta satisfatoria ao
tratamento inicial, necessitando de ajustes na dose ou combinagdo com outros medicamentos.
Esse conjunto de circunstancias pode levar a interrupgao do tratamento farmacologico, o que

por sua vez pode retardar ou impedir a remissdo dos sintomas (Boni et al., 2021).
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Pesquisas neurocientificas vém sendo desenvolvidas, tendo como alvo o estudo de
drogas de origem vegetal que possam apresentar eficdcia no tratamento de doencas
neuropatolédgicas, incluindo a ansiedade, a fim de averiguar a possibilidade de diminuir os
efeitos colaterais e aumentar a adesdo ao tratamento. Historicamente, o0leos essenciais de
diferentes fontes tém sido amplamente utilizados na industria alimenticia e, além disso, devido
ao seu odor agradavel e as vezes um sabor distinto sdo utilizados nas industrias de aromas e

perfumes (CALDAS et al., 2016).

2.4 Eucaliptol ou 1,8-cineol (CIN)

Trata-se de um monoterpeno saturado e ¢ principalmente extraido de 6leos essenciais de
plantas, incluindo eucalipto, Salvia lavandulifolia Vahl. e Melaleuca quinquenervia. O 6leo
essencial de eucalipto é conhecido por conter o maior teor de 1,8-cineol. Devido ao seu aroma e
sabor agradaveis, o CIN ¢ frequentemente utilizado para fabricar uma variedade de produtos
aromatizados, a exemplo de cosméticos, perfumados, enxaguantes bucais e repelentes (Cai et
al., 2021). Seu nome quimico ¢ 1,3,3-trimetil-2-oxabiciclico (2.2.2)-octano, sua formula
quimica ¢ CIOH180 e tem peso molecular igual a 154,24. A sua molécula esté representada na
figura 1.

Um estudo desenvolvido por Cai et al., (2021) demonstrou que esse composto natural
exibe uma ampla gama de propriedades farmacologicas, que incluem atividades anti-
inflamatorias, antioxidantes e neuroprotetoras. Ademais, sua molécula € lipofilica e de tamanho

reduzido, caracteristicas que facilitam a penetracdo na barreira hematoencefalica.

CHg

H3C
H3C

Figura 1: Representagdo da molécula do 1,8-cineol.
Fonte: Sigma-

Aldrich
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Figura 2: Trés visualizagdes diferentes da estrutura molecular otimizada do CIN.

Fonte: Aparicio et al., 2007.

Com relagdo ao sistema nervoso, o CIN apresenta efeitos antinociceptivo (Santos;
Rao, 2000) e de bloqueador da excitabilidade nervosa. Estudos demonstraram que esse terpeno
foi efetivo em bloquear o potencial de agdo composto do nervo isquidtico de ratos na faixa de
concentracdo de 1,0 a 8,0mM e reduzir a excitabilidade nervosa pelo aumento da cronaxia e
reobase, dois parametros relacionados a excitabilidade (Lima-Accioly et al., 2006). Outro
estudo realizado pelo grupo de pesquisa vinculado ao Laboratorio de Eletrofisiologia da
Universidade Estadual do Ceara demonstrou os efeitos do 1,8-cineol sobre os canais i6nicos do
ganglio cervical superior (Ferreira-da-Silva et al., 2009).

Um estudo de 2019 evidenciou que esse monoterpeno possui importantes efeitos
hipnéticossedativos e antipsicoticos, que parecem estar relacionados ao monoterpeno 1,8-
cineol, possivelmente através da modulagdo de sistemas gabaérgicos, dopaminérgicos e
sistemas glutamatérgicos. Estudos indicam, ainda, que este composto aumenta
significativamente a atividade locomotora em camundongos e reduz a imobilidade, sugerindo
uma atividade ansiolitica e antidepressiva (Dougnon; Ito, 2023).

Outros estudos com animais tém investigado os efeitos do eucaliptol em pacientes com
epilepsia (Nikbakht; Anarkooli; Abdanipour, 2022), em transtornos de humor, como a
depressdo, e também nos transtornos de ansiedade (Dougnon; ito, 2023; Bahrami; Yaghmaei;
Yousofvand, 2022), ¢ em edemas cerebrais (Santos et al., 2022). Além disso, outros estudos
investigam possiveis efeitos neuroprotetores desse monoterpeno (Nikbakht; Anarkooli;

Abdanipour, 2022).

2.4.1 Toxicidade do CIN
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O estudo de Caldas e colaboradores (2016) objetivou avaliar a toxicidade pré-clinica do
1,8-cineol para doses agudas e repetidas e a toxicidade reprodutiva em roedores. Os
pesquisadores observaram que a administragdo oral de CIN (2000 mg/kg) produziu, de inicio,
sinais de sedagdo, tremores e diarréia, intensificando-se ao longo do tempo. Apds 180 min de
observacao, foram observadas dificuldades progressivas de respiracao e convulsodes, levando a
morte de todos os animais em um periodo inferior a 24 h. Em vista destes efeitos, a dose oral de
CIN foi reduzida para 1750 mg/kg, mas, mesmo com esta dose menor, os efeitos foram
semelhantes aos obtidos com a dose maior, culminando em morte também em menos de 24h.

Em outro momento, a dose de CIN foi reduzida para 1500 mg/kg. Desta vez, foram
observados alguns efeitos como tremores e sedagdo, porém nao houveram novas mortes nas 24h
posteriores ou nos 14 dias de observacdao. O estudo concluiu que ndo houveram sinais de
toxicidade para as doses de 100,500 ou 1000 mg/kg no tratamento oral de roedores durante 50
dias consecutivos. Entretanto, alguns apresentaram diarreia nas doses de 500 e 1000 mg/kg na
primeira semana de tratamento (Caldas et al., 2016).

Outro estudo realizado por Xu et. al (2014) investigou a toxicidade aguda e subaguda do
CIN em modelos animais. Eles chegaram a conclusdo de que as mortalidades estavam
positivamente correlacionadas com a dose de 1,8-cineol nos valores de 3849 mg/kg, o que
sugere que a toxicidade do CIN pertence a classe 4 ou baixa toxicidade de acordo com o padrao
da Escala de Toxicidade de Hodge e Sterner. No nosso estudo, utilizamos a dose maxima de 25

mg/kg, portanto, ndo ofereceu riscos de toxicidade para os sujeitos experimentais.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Investigar os efeitos comportamentais e neuroquimicos do 1,8-cineol em modelos de ansiedade

com camundongos.

5.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o potencial ansiolitico do 1,8-cineol por meio dos testes, Labirinto em Cruz
Elevado e Caixa Claro/Escuro.

b) Avaliar os efeitos sobre a atividade exploratoria, através dos testes do Campo Aberto
e Placa Perfurada.

¢) Analisar o efeito do tratamento com 1,8-cineol sobre o estresse oxidativo perante as
concentragdes de nitrito e nitrato no cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado.

d) Analisar o efeito do tratamento com 1,8-cineol sobre a peroxidagdo lipidica através
dos niveis do acido tiobarbitirico (TBARS), no cortex pré-frontal, hipocampo e
corpo estriado de cada animal.

e) Verificar a possivel acdo do CIN através dos receptores GABA-A, por meio do

mecanismo de a¢do da droga Flumazenil.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais

Foram utilizados 66 (sessenta e seis) camundongos machos Swiss, pesando entre 20-25
g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard. Os animais foram
mantidos em gaiolas de propileno em ambiente com temperatura e umidade controladas, cerca
de 25 £ 2°C, com ciclo de claro/escuro alternado de 12 horas, com livre acesso a ragao adequada
e 4gua e com higiene e limpeza adequadas.

Os experimentos foram realizados de acordo com as leis vigentes do Instituto Nacional
de Saude, através do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério, sob o
consentimento e a vigilancia do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Ceard de protocolo n° 04/23. Todos os esfor¢os foram feitos para minimizar o

sofrimento dos animais e reduzir o nimero de animais utilizados nas experiéncias.

6.2 Drogas e Solugoes

O composto bioativo investigado foi o 1,8-cineol(CIN) nas doses de 5, 10 e 25 mg/kg. O
CIN foi diluido em Tween 80 e em solugdo salina (NaCL 0,9%). Nos animais do grupo controle
negativo foi administrado solugdo salina (NaCL 0,9%) em concentra¢do equimolar. No grupo
para controle positivo, foi utilizado o psicofarmaco diazepam (1 mg/Kg; i.p.). A administra¢ao
foi realizada por via intraperitoneal (i.p.).

Para investigacdo do envolvimento do sistema GABA¢érgico, mais precisamente do
neurotransmissor GABAA, no mecanismo de acao do CIN, os animais foram pré-tratados com
flumazenil (3,0 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes do tratamento com CIN. Apds 30 minutos, os
animais foram submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado e a Placa perfurada para avaliacao dos

parametros. Todos os fArmacos e reagentes serdo de pureza analitica.

6.3 Modelo Experimental

Os grupos de animais receberam por via i.p. o 1,8-cineol (5, 10 e 25 mg/kg) por 14 dias
consecutivos, uma vez ao dia e veiculo salinos. O diazepam (1 mg/kg) foi administrado no 14°
dia, antes dos testes comportamentais (realizados neste dia). Também foi administrada a droga

flumazenil, com objetivo de observar um possivel bloqueio no neurotransmissor GABA,
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através do receptor GABAA, também no 14° dia, antes dos testes de Labirinto em Cruz Elevado
e Placa perfurada.

Todos os ensaios comportamentais foram realizados entre 09:00h e 15:00h, periodo de
maior atividade dos roedores. A figura 4 apresenta o desenho metodologico, constando o curso
temporal, drogas administradas e drogas com as quais os animais foram tratados. No primeiro
dia de tratamento, 30 minutos apds a administragdo da droga, todos os animais foram
submetidos ao teste comportamental de campo aberto (TCA), a fim de verificar a
funcionalidade motora dos animais. A continua¢do da realizacao dos testes comportamentais se
sucedera somente no 14° dia, com a repeticdo do Campo Aberto, além do Teste labirinto em
Cruz Elevado, Teste da Placa Perfurada e Caixa Teste claro/escuro.

No 15° dia foi realizada a eutanasia de todos os grupos para dissecacao, a fim de obter as
areas cerebrais do hipocampo, corpos estriados e cortex pré-frontal, para a realizacdo dos testes
neuroquimicos. A respeito da administragdo de Flumazenil, como este foi utilizado somente
para observar o mecanismo de a¢do envolvido, ndo foi necessario utilizar as dosagens
neuroquimicas, apenas as comportamentais. Sendo assim, foram necessarios apenas seis
animais neste Ultimo grupo. Totalizando, assim, a utilizacdo de 66 animais. Essa distribuicao

estd melhor representada no quadro 1.

6.4 Testes comportamentais

6.4.1 Teste do Campo Aberto (TCA)

Este teste ¢ baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validado por Archer
(1973), e permite uma avaliagio da atividade locomotora do animal. E usado também para
avaliar a atividade estimulante, depressora ou ansiolitica de um dado composto. Os animais
serdo divididos aleatoriamente, onde receberdo tratamento: veiculo (solucdo salina 0,9% v.o.)
ou droga teste. Apods 1 hora, os animais, um por vez, serdo colocados no centro da arena em um
campo-aberto confeccionado em acrilico com 60 cm de comprimento, 60 cm de largura, 60 cm
de altura, dividido em 12 arenas.

Estes animais permanecem no campo-aberto durante 5 minutos. Os parametros
analisados foram o nimero de cruzamentos com as quatros patas (movimentacao espontanea), o
tempo de autolimpeza (grooming), nimero de levantamentos (rearing) e tempo de imobilidade,

registrados durante um periodo de 5 minutos.
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Figura 3: Teste Campo Aberto
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Figura 4: Delineamento experimental
Fonte: claborada pela autora (2024). CIN= 1,8-cineol. DZP= Diazepam. TCA= Teste de campo aberto. TLCE=

Teste labirinto em Cruz Elevado. TPF= Teste da placa perfurada. CTCE= Caixa Teste claro/escuro.

Este teste foi desenvolvido em um ambiente tranquilo ¢ desprovido de barulho, sendo
aplicado ao local das arenas uma ilumina¢do vermelha e com auséncia da iluminag¢do principal
da sala. Apos o tempo estipulado, o animal testado foi retirado e o campo-aberto foi limpo, para

evitar qualquer odor do animal anterior.
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6.4.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (TLCE)

Os animais irdo ser colocados em um aparato composto por 3 bragos que se ligam
formando um Y, foi anotado a sequéncia de entrada do animal em todos os bragos e também o
tempo de permanéncia, isso sera feito por um periodo de 5 minutos logo ap6és um minuto de
adaptacdo (Maurice et al, 1994). O labirinto em cruz ¢ um aparelho bem estabelecido para
medir a ansiedade em roedores, ou seja, os animais que exibem um aumento do tempo relativo
gasto nos bracos fechados versus os bragos abertos sdo considerados ansiosos (Acikgoz;

Dalkiran; Dayi, 2022; Bouayed e Soulimani, 2018).

Figura 5: Teste Labirinto em Cruz Elevado

Quadro 1: Numero de animais por grupo de testes comportamentais e dosagens neuroquimicas

Testes Dozagens N° de animaiz
Confrole (CONT) — Campo aberto (TCA) TEAFR=+ 6
zolupdo salina Placa perfurada {TFF) Nitrito/nitrato ]

Labininto am Cruz (TLC)

Caixa claro/sscure

(CTCE)
Confrole + Diazapam Campo aberto (TCA) TEAFR=+ 6
lmg (COMT + DZE) Placa perfuradz (TEF) Mitrito/nitrato 5

Labininto am Cruz (TLC)

Caixa claro/sscure

[CTCE)
1.8 CINEOL (5 mzkg)— | Campo abarto (TCA) TEAR= + 3
CTH 5 Placa perfirads (TEF) Mitrito/nitrato 6

Labininto am Cruz (TLC)

Caixa claro/sscure

(CTCE)
1,8 CINEOL (10 mgks) | Campe aberto (TCA) TBAR= + 3
_CIN 10 Placa perfurzdz (TEF) Mitrito/nitrato 6

Labinnto am Cruz (TLC)

Caixa claro/sscure

(CTCE)
1,8 CINEOL (25) mekz) | Campo abarto (TCA) TBAR= + 3
_CTN 25 Placa perfurzdz (TEF) Mitrito/nitrato 6

Labimnto am Cruz (TLC)
Caixa claro/sscure

(CTCE)
1.3 cmeol (doze mais Placa perfiradz (TFF) - 6
afetiva) + Flumazanil Labirnto am Cruz (TLC)
-CN+FLU
TOTAL DE ANIMATS 65

Fonte: elaborada pela autora (2024).
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2.4.3 Caixa Teste Claro/Escuro (CTCE)

Esse teste consiste em uma caixa com dois compartimentos (claro e escuro, propor¢ao
de superficie 3:2), dividido em 15 quadrados: 9 x 9 cm no total. A caixa escura (PVC preta, 27 x
18 x 29 cm) ¢ iluminada por uma luz vermelha e foi dividida em seis quadrados. A caixa
iluminada (PVC branco 27 x 27 x 29 cm) ¢ iluminada por uma luz branca localizada a 1,50 m
acima do dispositivo e foi dividida em 9 quadrados. Os dois compartimentos se separam
comunicados por meio de uma pequena porta (7 x 7 cm). O teste também visa observar
comportamentos exploratorios do roedor, por meio dos pardmetros de cruzamentos (crossings),
atividade exploratoria vertical (rearings), permanéncia no lado claro e escuro em um periodo de
10 minutos (Richetto; Polesel; Weberstadlbauer, 2019; Bouayed; Soulimani, 2018; Acikgoz,
Dalkiran; Dayi, 2022).

Figura 6: Teste Caixa Claro/Escuro

2.4.4 Teste da Placa Perfurada (TPF)

O teste Hole-board ¢ utilizado principalmente para avaliar comportamentos
exploratorios em roedores. O animal ¢ colocado em uma arena com furos regularmente
dispostos no chdo. Tanto a frequéncia quanto a duracdo do comportamento espontineo de
headdips (afundamento de cabeca) nos buracos sdo entdo medidas durante um periodo de 5

minutos (Bouayed; Souliamani, 2018; Acikgoz; Dakiran; Dayi, 2022).

Figura 7: Teste Placa Perfurada
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2.5 Eutanasia e dissecacao das areas cerebrais

ApoOs a conclusao de todos os experimentos comportamentais, os animais foram
submetidos a eutandsia através do deslocamento cervical. Em seguida, os cérebros foram
prontamente removidos e as regides do hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado foram
separadas das areas adjacentes por dissecagdo. Apds a conclusdo da separagdo dos tecidos, cada
regido foi acondicionada em papéis aluminios sobre uma placa de Petri com gelo, mantida sob
gelo, pesada e armazenada a -80 °C para futuras analises neuroquimicas.

Apos a coleta das referidas areas cerebrais, as carcacas dos animais foram mantidas em
sacos plasticos e acondicionados em freezer para posterior descarte, realizados pelo Biotério da

Universidade Federal do Ceara.

2.6 Analises Neuroquimicas

2.6.1 Determinac¢ao da peroxidacio lipidica (TBARS)

O grau de lipoperoxidacdo no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado dos
animais foi medido através da determinagdo das concentragdes de substancias reativas ao acido
29 tiobarbitirico (TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990). Resumidamente,
foram preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% em solugdo de cloreto de potassio
(KC1) 1,15 %. Apds, um volume de 0,25 mL foi mantido em um banho-maria a 37° C por 1 hora
e precipitado com 400 puL. de 4cido perclérico (35%) seguido do processo de centrifugacao
(14.000 g/15 minutos/4°C).

Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi transferido e a ele adicionado 200 uL de
solucao de acido tiobarbittrico (1,2%) e levado ao banho-maria (95- 100°C/30 minutos). O
conteudo de TBARS foi determinado em espectrofotometro a 535 nm. Os resultados foram

expressos em micromol de malonildialdeido (MDA) por mg de proteina.

2.6.2 Determinacio da concentracio de nitrito/nitrato

Os homogenatos das amostras de tecido do cortex pré-frontal, hipocampo e corpo
estriado foram preparados a 10% (p/v) em solucdo de fosfato de sdédio 150 mmol/L, pH 7.4.

Posteriormente foi realizado a centrifugagdo (11.000 g/15 minutos/4°C). Os sobrenadantes
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foram coletados para a determinacdo da producdo de 6xido nitrico (NO) atravez da reagdo de
Griess 18. Uma aliquota de 100 pLL do sobrenadante foi incubada com 100 puLL do reagente de
Griess (sulfanilamida 1% em H3PO4 1%/N-(1-naftil)-etilenodiamina 0,1%/H3P0O4 1%/diluido
em agua [1:1:1:1]) em temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 550 nm. A concentracao de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma

curva padrdao de NaNO,.

2.7 Analises Estatisticas

Os dados estao mostrados como média + Erro Padrao da Média, onde n representa o
numero de experimentos comportamentais ou dosagens neuroquimicas. Para analise dos dados,
foram utilizados os programas estatisticos SigmaPlot (versdo 10.0) e Excel (versdo 2016). As
comparagdes entre os grupos foram feitas por analise de variancia (ANOVA), seguido por teste
de comparagdes multiplas de Tukey ou Holm-Sidak ou Bonferroni, quando apropriado. O nivel

de significancia de 95% (p<0,5) foi aplicado para todos os testes estatisticos.
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RESULTADOS
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O 1,8-cineol promove efeito ansiolitico devido a acio sobre o
sistema Gabaérgico e reduzindo o desequilibrio redox em areas

corticais de roedores.
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RESUMO

Os transtornos de ansiedade agrupam um conjunto de transtornos psicologicos que sao
caracterizados por sinais € sintomas em comum. Na esfera emocional, observa-se o medo,
ansiedade e estresse desproporcionais ao contexto. Os ambitos familiar, laboral e de
relacionamentos tém se mostrado como os principais prejudicados em um quadro ansioso,
comprometendo, pois, a qualidade de vida dos pacientes. Quanto aos psicofarmacos
tradicionais, apesar de desempenharem um papel impar no controle dos sintomas, podem gerar
efeitos adversos nos pacientes, os quais diminuem as chances de adesdo terapéutica. Dessa
forma, torna-se necessaria a busca por substincias alternativas que apresentam eficacia no
tratamento de pacientes com transtornos de ansiedade, cujos efeitos colaterais sejam menos
danosos. No presente estudo, investigamos os efeitos do 1,8-cineol (CIN) em modelos
preditivos de ansiedade, como o Teste do Labirinto em Cruz Elevado e Teste Caixa
Claro/escuro. Para isso, camundongos swiss machos foram tratados por 14 dias com CIN nas
doses de 5,0, 10 e 25 mg/kg, Diazepam 1mg/kg ou salina. A avaliagdo comportamental mostrou
que o CIN na dosagem de 5,0 mg/kg apresentou efeito do tipo ansiolitico nos testes Labirinto
em Cruz Elevado e Caixa Claro/escuro e melhorou a capacidade exploratoria dos animais,
evidenciada pelos testes Placa Perfurada e Campo Aberto. Na andlise neuroquimica, reduziu os
niveis de malondialdeido e niveis de nitrito/nitrato, especialmente na dosagem de 5,0 mg/kg,
mostrando atividade antioxidante e moduladora do sistema antioxidante endégeno. Além disso,
evidenciou-se que o CIN atua via receptor GABAA, dado apresentado através do uso da droga
flumazenil, antagonista de tal receptor gabaérgico. Conclui-se que o presente trabalho concedeu
evidéncias pré-clinicas do CIN como uma nova abordagem terap€utica para ser utilizado no

tratamento de transtornos neuropsiquiatricos como os transtornos de ansiedade.

PALAVRAS-CHAVE: Ansiedade; 1,8-cineol; testes comportamentais; desequilibrio redox;

camundongos;
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INTRODUCAO

Os transtornos de ansiedade agrupam um conjunto de transtornos psicologicos que sao
caracterizados por sinais e sintomas em comum. possuindo frequéncia e intensidade altas, além
de comprometimento funcional. Estes transtornos interferem na qualidade de vida das pessoas
acometidas, com potencial de lhes causar prejuizos significativos em diversos ambitos da vida

como o social, o familiar e o laboral (D’avila et al., 2020).

Os transtornos de ansiedade tém sido apontados como um dos transtornos mentais mais
frequentes, possuindo uma prevaléncia em torno de 11 a 18 % no mundo (Somers et al.,2006;
Remes et al., 2016) e no Brasil, estudos epidemiologicos nas cidades de Sao Paulo e Rio de
Janeiro revelaram pelo menos algum transtorno de ansiedade em 18,8 a 20,8% da populacao,
sendo a agorafobia um dos transtornos mais comuns (Ribeiro et al., 2013; Costa et al., 2019).

O tratamento clinico dos transtornos de ansiedade depende de sua gravidade e para casos
de intensidade leve, € indicada a psicoterapia. Para casos moderados a graves, recomenda-se a
farmacoterapia combinada com psicoterapia (Bhattacharya, et al, 2023). Quanto aos
psicofarmacos disponiveis, os principais sdo os Inibidores Seletivos de Recaptacdo de
Serotonina (ISRS), os Benzodiazepinicos, os Antidepressivos Triciclicos (ATCs) e os
Inibidores da Recaptagdo de Serotonina e Noradrenalina (IRSN) (Garakani, et al., 2020).
Embora sejam importantes aliados na atenuacao de sintomas ansiosos, eles podem acarretar
efeitos adversos, como déficit de memoria e de atengdo, tonturas, vertigens, visao turva, naduseas
ou vomitos, fadiga e sonoléncia (Seppala et al., 2018).

Dessa forma, pesquisas envolvendo o uso de 6leos essenciais e seus constituintes
apresentam-se relevantes, ja que alguns desses derivados de plantas e bioativos sao
propriedades farmacoterapéuticas promissoras para o tratamento clinico de transtornos
psiquiatricos, como Depressao e Ansiedade e doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e
Parkinson (Mursal et al., 2024). Nesse contexto, insere-se o 1,8-cineol (CIN), também
denominado eucaliptol. Ele € um monoterpeno, constituinte de 6leos essenciais do eucalipto,
manjericio e horteld (Sytar; Smetanska, 2021) e apresenta propriedades bioldgicas e
farmacologicas como anti-inflamatoérias, antioxidantes e neuroprotetoras (Cai et al., 2022).
Estudos indicam que esse composto aumenta consideravelmente a atividade locomotora em
camundongos e reduz a imobilidade, sugerindo uma atividade ansiolitica e antidepressiva

(Dougnon; Ito, 2023).
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Devido ao grande prejuizo a saide de pessoas acometidas pelos transtornos de
ansiedade, a sua alta prevaléncia mundial e aos efeitos adversos dos psicofarmacos utilizados no
tratamento e/ou prevencado dos transtornos, este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos
ansioliticos do 1,8-cineol em um modelo de ansiedade em roedores e investigar o possivel

mecanismo de a¢do ansiolitica promovida pelo 1,8-cineol.

MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 66 (sessenta e seis) camundongos machos Swiss, pesando entre 20-25
g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Os animais foram
mantidos em gaiolas de propileno em ambiente com temperatura e umidade controladas (25 +
2°C, ~55 % umidade relativa), ciclo de claro/escuro alternado de 12 horas, com livre acesso a
racdo e agua e com higiene e limpeza adequadas. Os experimentos foram realizados de acordo
com as leis vigentes do Instituto Nacional de Satude, através do Guia para o Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério, sob o consentimento e a vigilancia do Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceard, nimero de protocolo 04/23. Todos os
esfor¢os foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o nimero de animais

utilizados nas experiéncias.

2.2 Drogas e Solugdes

1,8-cineol (CIN) foi diluido em Tween 80 e, posteriormente, em solucao salina (NaCL
0,9%). As doses de CIN utilizadas foram 5, 10 e 25 mg/kg de peso dos animais e foram
admintradas por via intraperitoneal (i.p.). Nos animais do grupo controle negativo foi
administrado solugdo salina (NaCL 0,9%) em concentracdo equimolar. No grupo controle
positivo, foi utilizado o diazepam (1 mg/kg; via i.p.). Para investigacao do efeito do CIN sobre o
sistema GABAérgico, os animais foram pré-tratados com flumazenil (3,0 mg/kg, i.p.) 15
minutos antes do tratamento com CIN. Apds 30 minutos da adminstragao do CIN, os animais
foram submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado e a Placa perfurada. Todos os farmacos e

reagentes utilizados foram de pureza analitica e obtidos da Merck, Sigma-Aldrich ou Reagen.

2.3 Grupos e testes comportamentais
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Nesse estudo, separamos os animais nos grupos: controle negativo, que recebeu apenas
salina; controle positivo, que recebeu o flumazenil; diazepam, que recebeu diazepam uma inica
vez; cineol 5, cineol 10 e cineol 25, que receberam, respectivamente 5, 10 e 25 mg/kg de CIN.
Os grupos tratados receberam as drogas uma vez ao dia via i.p por 14 dias consecutivos, O
diazepam e o flumazenil foram administrados no 14° dia, antes dos testes comportamentais e
todos os testes comportamentais foram realizados entre 09:00h e 15:00 h e sdo descritos a

seguir.

2.3.1 Teste do Campo Aberto (TCA)

O Teste do Campo Aberto (TCA) ¢ baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946)
e validado por Archer (1973) e permite uma avaliacdo da atividade locomotora do animal e
também a atividade estimulante, depressora ou ansiolitica de drogas. Nesse teste, os animais
foram colocados no centro da arena em um campo-aberto confeccionado em acrilico com 60 cm
de comprimento, 60 cm de largura, 60 cm de altura, dividido em 12 arenas. Apos 1 h de
acondicionamento, foram analisados o nimero de cruzamentos com as quatros patas
(movimentagdo espontanea), o tempo de autolimpeza (grooming), nimero de levantamentos

(rearing) e tempo de imobilidade por um periodo de 5 minutos.

2.3.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (TLCE)

O teste do labirinto em Cruz Elevado (TLCE) ¢ usado para medir a ansiedade em
roedores a partir da quantificacdo do tempo relativo gasto nos bragos fechados versus os bragos
abertos (Acikgoz; Dalkiran; Dayi, 2022; Bouayed; Soulimani, 2018). Nesse teste, os animais
foram colocados em um aparato composto por 3 bragos que se ligam formando um Y e foi
analisado a sequéncia de entrada do animal em todos os bragos e o tempo de permanéncia em

cada local em periodo de 5 min, logo apds 1 minuto de adaptacao (Maurice ef al., 1994).

2.3.3 Caixa Teste Claro/Escuro (CTCE)

O teste Caixa Claro/Escuro (CTCE) visa observar comportamentos exploratorios do
roedor por meio dos cruzamentos (crossings) entre as areas claro e escuro, atividade

exploratoria vertical (rearings) e permanéncia no lado claro e escuro (Richetto; Polesel;
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Weberstadlbauer, 2019; Bouayed;Soulimani, 2018). Os animais foram colocados na caixa e os

parametros foram analisados em um periodo de 10 minutos (Acikgoz; Dalkiran; Dayi, 2022)

2.3.4 Teste da Placa Perfurada (TPF)

O teste Hole-board ¢ utilizado principalmente para avaliar comportamentos
exploratorios em roedores e nesse teste, os animais foram colocados em uma arena com furos
regularmente dispostos na parte inferior da placa. Tanto a frequéncia quanto a duragdo do
comportamento espontaneo de headdips (afundamento de cabega) nos buracos foram entdo
medidas durante um periodo de 5 min de observacao (Bouayed; Souliamani, 2018; Acikgoz;

Dakiran; Dayi, 2022).

2.5 Eutanasia e dissecacao das areas cerebrais

Ap6s a conclusao de todos os experimentos comportamentais, os animais foram
submetidos a eutanasia através do deslocamento cervical. Em seguida, os cérebros foram
prontamente removidos e as regides do hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado foram
dissecadas e isoladas de suas areas adjacentes. Cada regido cortical foi acondicionada em placas
de Petri mantida sob gelo e foram posteriormente pesadas e armazenadas em freezer a -80 °C

para as analises neuroquimicas.

2.6 Determinacio da peroxidacao lipidica (TBARS) e concentracio de nitrito/nitrato

O grau de lipoperoxidagdo nos tecidos cerebrais foi medido através da determinacao das
concentragdes de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), conforme o método de
Draper e Hadley (1990). Resumidamente, foram preparados homogenatos das areas cerebrais a
10 % (peso/volume) em solugdo de KCI 1,15 %. Apds, 250 pL do homogenato foi mantido em
um banho-maria a 37° C por 1 h e precipitado com 400 pL de acido perclorico (35%), seguido
do processo de centrifugacao (14.000 g/15 minutos a 4°C).

O sobrenadante foi transferido para outro tubo e adicionado 200 pL de solucao de acido
tiobarbittrico (1,2%) e levado ao banho-maria (95- 100°C/30 minutos). O conteudo de TBARS
foi determinado em espectrofotometro a 535 nm e os resultados foram expressos em pmol de

malonildialdeido (MDA) por mg de proteina. Para a determinagdo da concentracdo de
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nitrito/nitrato, homogenatos das amostras dos tecidos foram preparados a 10% (peso/volume)
em solucao de fosfato de s6dio 150 mmol/L, pH 7,40. Posteriormente, os homogenatos foram
centrifugados (11.000 g/15 minutos a 4°C) e o sobrenadante coletado para a determinagdo da
producdo de oxido nitrico (NO) através da reacdo de Griess. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 550 nm e a concentragdo de nitrito (uM) foi determinada a partir de uma

curva padrdao de NaNO,.

2.7 Analises Estatisticas

Os dados estdo mostrados como média = E.P.M., onde n representa o niimero de
experimentos comportamentais ou dosagens neuroquimicas. Para andlise dos dados, foram
utilizados os programas estatisticos SigmaPlot (versdo 10.0) e Excel (versdo 2016). As
comparagdes entre os grupos foram feitas por analise de variancia (ANOVA), seguido por teste
de comparagdes multiplas de Tukey ou Holm-Sidak, Bonferroni, quando apropriado. O nivel de

significancia de 95% (p<0,5) foi aplicado para todos os testes estatisticos.

RESULTADOS

Testes comportamentais

Avaliacao da atividade ansiolitica

Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Objetivando analisar a atividade ansiolitica, os animais foram submetidos ao Teste do
Labirinto em Cruz Elevado, no qual foram avaliados os parametros da quantidade de entradas e
tempo de permanéncia nos bragos abertos e bragos fechados.

Diante disso, observou-se que o grupo tratado com CIN 5,0 mg/kg apresentou um
aumento significativo na quantidade de entradas nos bragos abertos (P<0,025) quando
comparado com o grupo controle (salina). Os efeitos observados nessa dosagem foram
semelhantes aos observados no grupo Diazepam 1 mg/kg (P<0,006) também em comparacao ao
grupo controle salina. Além disso, observou-se uma diferenca significativa entre o grupo CIN
5,0 mg/kg e FLU + CIN 5,0 mg/kg (P<0,025). Houve uma diminui¢do significativa na
quantidade de entradas nos bragos fechados no grupo CIN 5,0 mg/kg em compara¢do ao
controle salina (P<0,001), assemelhando-se novamente ao grupo diazepam (P<0,001).
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Quanto ao parametro de tempo de permanéncia, os dados demonstraram que o grupo
tratado com CIN 5,0 mg/kg apresentou um tempo de permanéncia significativo nos bragos
abertos (P<0,006)) quando comparado com o grupo controle (salina). Esse efeito foi parecido
com o constatado no grupo diazepam (P<0,003). Ademais, observou-se uma diferenca
significativa entre o grupo CIN 5,0 mg/kg e FLU + CIN 5,0 mg/kg (P=0,006).

Nos bragos fechados, os resultados mostraram uma reducao significativa no tempo de
permanéncia do grupo CIN 5,0 mg/kg (P<0,001) em comparagdo ao grupo controle salina.

Dado semelhante no grupo diazepam (P<0,001).
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Figura 8: Teste do Labirinto em Cruz Elevado. Fonte: Autora. Legenda:. Os valores representam a
média £ SEM. Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. * mostra
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle Salina. # mostra diferencga significativa em relag@o ao grupo
DiazepamlImg/kg. $ evidencia diferenga significativa em relagdo ao grupo CIN 5,0 mg/kg.

Teste Caixa Claro/escuro
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Neste teste, foram avaliados os seguintes pardmetros: numero de cruzamentos
(crossings), quantidade de exploracao vertical (rearings) e tempo de permanéncia no lado claro
e lado escuro da caixa. Notou-se que o CIN na dosagem de 5,0 mg/kg foi capaz de aumentar
significativamente os cruzamentos dos animais em relagdo ao grupo controle salina (P<0,001),
demonstrando efeito similar da droga diazepam (P<0,001).

Com relacdo a quantidade de exploracao vertical (rearings), os grupos CIN 5,0 mg/kg e
diazepam apresentaram aumento significativo deste parametro em comparagao ao grupo salina,
sendo (P<0,011) e (P<0,001) respectivamente. Além disso, observou-se que o grupo tratado
com CIN 5,0 mg/kg aumentou significativamente o tempo de permanéncia no lado claro da
caixa, quando comparado ao grupo controle salina (P<0,001), aproximando-se do grupo

diazepam nesse sentido (P<0,001).
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Figura 9: Caixa Teste Claro/Escuro. Fonte: Autora. Legenda:. Os valores representam a média + SEM. Para
analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. * mostra diferenca

significativa em relag@o ao grupo controle Salina. # mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo
Diazepam 1mg/kg.
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Avalia¢ido da atividade exploratoria

Teste do Campo Aberto - T0

Objetivando analisar a atividade exploratdria espontanea, os animais foram submetidos
ao Teste do Campo Aberto (TCA), no qual foram avaliados os parametros da quantidade de
entradas e tempo de permanéncia nos bragos abertos e bragos fechados. Para avaliacao das
fun¢bes motoras, todos os animais foram submetidos ao TCA antes de iniciarem 0s seus
respectivos tratamentos.

Conforme a mostra a Figura 10, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
grupos estudados nos parametros de cruzamentos (crossings), atividade exploratoria vertical
(rearing), comportamentos de autolimpeza (grooming) e imobilidade no periodo antes dos
tratamentos (T0).

Teste do Campo Aberto - T14

A fim de verificar-se a atividade exploratoria espontanea em decorréncias dos
tratamentos realizados, os animais foram submetidos novamente ao TCA no dia 14 do protocolo
experimental. Os parametros analisados foram os mesmos do TO, a saber: nimero de
cruzamentos com as quatro patas (crossings), atividade exploratoria vertical (rearings),
comportamentos de autolimpeza (groomings) e tempo de imobilidade.

Notou-se que houve um aumento significativo na quantidade de cruzamentos no grupo
tratado com CIN 5,0 mg/kg (P<0,009) e Diazepam Img/kg (P<0,001) quando comparados ao
grupo controle. O grupo CIN 5,0 mg/kg ainda demonstrou diferenca significativa em relacdo as
demais dosagens de CIN, sendo a de 10 mg/kg (P<0,032) e a de 25 mg/kg (P<0,001). O grupo
diazepam também demonstrou aumento significativo quando comparados a estes grupos, sendo
CIN 10 mg/kg (P<0,003) e 25 mg/kg (P<0,001).

Além disso, observou-se uma elevacdo na quantidade de atividade exploratoria
(rearings) nos grupos CIN 5,0 mg/kg (P<0,021) e Diazepam 1 mg/kg (P<0,003), em
comparagao ao grupo controle salina. O grupo CIN 5,0 mg/kg também apresentou um aumento
significativo em comparacao as demais dosagens de CIN, sendo a de 10 mg/kg (P<0,032) e a de
25 mg/kg (P<0,001). O grupo diazepam também apresentou aumento significativo quando

comparados a estes grupos, sendo CIN 10 mg/kg (P<0,004) e 25 mg/kg (P<0,001).
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Figura 10: Teste do Campo Aberto — TO. Fonte: Autora. Os valores representam a média + SEM. Para analises

estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA.

Houve uma reducdo significativa no tempo de imobilidade no grupo CIN 5,0 mg/kg
(P<0,006) e Diazepam 1 mg/kg (P<0,003) em comparagdo ao grupo controle salina. Além disso,
notou-se que o grupo CIN 5,0 mg/kg também apresentou uma reducgao significativa no tempo de
imobilidade quando comparado as demais dosagens de CIN, sendo a de 10 mg/kg (P<0,025) e a
de 25 mg/kg (P<0,001). O grupo diazepam também apresentou diminui¢ao significativa quando
comparado a estes grupos, sendo CIN 10 mg/kg (P<0,025) e 25 mg/kg (P<0,001).

Quanto aos comportamentos de autolimpeza (groomings), observou-se uma redugao

significativa do tempo de groomings, dos grupos CIN 5,0 mg/kg (P<0,002) e Diazepam Img/kg
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(P<0,001), quando comparados ao grupo controle salina. O grupo CIN 5,0 mg/kg também
apresentou diminuicao significativa em comparacao as demais dosagens de CIN, sendo a de 10
mg/kg (P<0,009) e a de 25 mg/kg (P<0,001). O grupo diazepam também apresentou reducao
significativa quando comparado a estes grupos, sendo CIN 10 mg/kg (P<0,001) e 25 mg/kg
(P<0,001).
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Figura 11: Teste do Campo Aberto — T14. Fonte: Autora. Legenda:. Os valores representam a média + SEM. Para
analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. * mostra diferenca significativa
em relagdo ao grupo controle Salina. # mostra diferenga significativa em rela¢ao ao grupo Diazepam Img/kg. $
evidencia diferenca significativa em relagdo ao grupo CIN 5,0 mg/kg.

Teste da Placa Perfurada

Neste teste, foram avaliados os parametros de Headdips (afundamentos de cabeca) nos

orificios da placa, sendo necessaria a entrada das duas orelhas, e do tempo de permanéncia. Com
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relacdo os headdips, observou-se que os animais do grupo tratado CIN 5,0 mg/kg apresentaram
aumentos significativos em comparagdao ao grupo salina (P<0,001), enquanto que o grupo
tratado com diazepam apresentou P<0,001; demonstrando similaridade entre os referidos
grupos. Além disso, observou-se uma diferenca significativa entre o grupo CIN 5,0 mg/kg e
FLU + CIN 5,0 mg/kg (P<0,001).

Quanto ao tempo de permanéncia, os resultados demonstraram aumento significativo no
grupo CIN 5,0 mg/kg em comparagdo ao controle salina (p<0,003), assemelhando-se
novamente ao grupo diazepam (P<0,001). Também foi possivel constatar uma diferenca

significativa entre o grupo CIN 5,0 mg/kg e FLU + CIN 5,0 mg/kg (P<0,001).
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Figura 12: Teste da Placa Perfurada. Fonte: Autora. Legenda: Os valores representam a média + SEM.
Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. * mostra diferenca
significativa em relag@o ao grupo controle Salina. # mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo Diazepam 1
mg/kg. $ evidencia diferenca significativa em relagao ao grupo CIN 5,0 mg/kg.

Analises Neuroquimicas

Determinacdo dos Niveis de Peroxidacdo Lipidica (TBARS)

Ao analisar os niveis de peroxidacao lipidica no hipocampo dos animais, o 1,8-cineol
na dose de 5,0 mg/kg (p<0,0002) reduziu significativamente os niveis de MDA ao serem
comparados com o grupo controle, tratado com salina (Figura 13). Esse resultado se assemelha

ao grupo diazepam (P<0,001). Na area do corpo estriado observou-se uma redugao significativa
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nos niveis de MDA nos grupos CIN 5,0 mg/kg (P<0,001) e diazepam (P>0,001) em comparagao
ao grupo controle salina.

Com relagdo ao cortex pré-frontal, constatou-se que a dosagem de 5,0 mg/kg do CIN foi
capaz de diminuir significativamente a quantidade de MDA (P<0,001) em comparacao ao grupo
controle e as dosagens de CIN 10 mg/kg (P<0,012) e CIN 25 mg/kg (P<0,001). Esse efeito se
assemelha ao observado no grupo diazepam (P<0,001), também comparado ao grupo controle

salina.
Determinacdo da Concentracdo de Nitrito (NO>) / Nitrato (NO3)

Na area cerebral do hipocampo foram observadas diferengas significativas nos niveis de
nitrito/nitrato nos grupos CIN 5,0 mg/kg (P<0,002) e diazepam 1 mg/kg (P<0,001) em relagdo
ao controle salina. O grupo diazepam também demonstrou uma reducgdo significativa em
relagdo as dosagens do CIN de 10 mg/kg e 25 mg/kg, mas ndao em relacdo ao CIN 5,0 mg/kg.

Os dados do corpo estriado evidenciaram uma reducao significativa nos niveis de
nitrito/nitrato nos grupos tratados com CIN nas dosagens de 5,0 mg/kg (P<0,033) 10mg/kg
(0,001) e 25 mg/kg (P<0,036) e diazepam 1 mg/kg (P<0,05) em comparagdo ao controle salina.
Nao houveram diferengas estatisticas entre o grupo diazepam e os demais grupos.

Quanto ao cortex pré-frontal, também notou-se uma diminuigdo significativa nos niveis
de nitrito/nitrato nos animais tratados com CIN nas dosagens de 5,0 mg/kg (P<0,001) 10mg/kg
(0,05) e 25 mg/kg (P<0,002) e diazepam 1 mg/kg (P<0,001) em comparagdo ao controle salina.
Além disso, observou-se uma diferenca significativa no grupo tratado com CIN 5,0 mg/kg em
comparagdo as dosagens de 10 mg/kg (0,033) e 25 mg/kg (0,048) do CIN. Nao houveram

diferencas estatisticas entre o grupo diazepam e os demais grupos.
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Figura 13: Analise neuroquimica dos niveis de peroxidagao lipidica. Fonte: Autora. Legenda: Os valores
representam a média £ SEM. Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por
Tukey. * mostra diferenga significativa em relagdo ao grupo controle Salina. # mostra diferenca significativa em
relagdo ao grupo Diazepam 1 mg/kg. $ evidencia diferenga significativa em relagdo ao grupo CIN 5,0 mg/kg.
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Figura 14: Anélise neuroquimica dos niveis de nitrito/nitrato. Fonte: Autora. Legenda: Os valores representam a
média + SEM. Para analises estatisticas foram utilizados o teste One-way ANOVA seguido por Tukey. * mostra
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle Salina. # mostra diferenca significativa em relagdo ao grupo
Diazepam 1 mg/kg.

DISCUSSAO

Este trabalho demonstrou que o 1,8-cineol atuou como uma substancia ansiolitica e que
seu efeito pode ser parcialmente explicado pela ativagdo dos receptores GABA-A, além de
redugdo no estresse oxidativo de areas corticais associadas a comportamento de ansiedade,
como o corpo estriado, hipocampo e cortex pré-frontal.

Com o objetivo de investigar a possivel acdo ansiolitica do 1,8-cineol, os animais foram
submetidos ao Teste do Labirinto em Cruz Elevado. Este possui a finalidade de indicar medidas
comportamentais de ansiedade e comportamento exploratorio. O teste TLCE ¢ reconhecido
como um dos testes mais validados para avaliar potenciais farmacoldgicos ansioliticos do tipo
benzodiazepinico (Bouayed; Souliamani, 2018).

Entende-se que os animais tendem a evitar areas abertas devido ao medo de predadores,
refletindo assim a ansiedade. Além disso, existe o fato dos bragos abertos estarem a uma altura
consideravel do solo, despertando também o medo da morte. Portanto, animais que passam mais

tempo nos bragos fechados do labirinto sdo frequentemente tidos como mais ansiosos, enquanto
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aqueles que passam mais tempo nos bracos abertos sdo considerados menos ansiosos € mais
exploratorios (Belovicova et al., 2017).

A fim de haver um controle positivo, um grupo foi tratado com Diazepam (1 mg/kg),
classificado como benzodiazepinico, ¢ um psicofarmaco de primeira linha utilizado no
tratamento dos transtornos de ansiedade. Esses compostos dificultam a excitagdo e a
transmissao de sinais em neurdnios que expressam o receptor GABA-A, cuja ativagdo ocorre
quando o neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA) se conecta, produzindo, dessa
maneira, a ativacao do sistema nervoso autdnomo simpatico (Dougnon; Ito, 2023).

Nossos resultados evidenciaram efeitos do tipo ansiolitico do CIN na dosagem de 5,0
mg/kg em todos os parametros do TLCE, a saber: no niimero de entradas e tempo de
permanéncia nos bragos abertos. Esses dados também foram registrados no grupo tratado com
diazepam em uma dose reconhecida como ansiolitica (1 mg/kg), indicando que o efeito do 1,8-
cineol se assemelhou ao da droga padrdo. Resultados semelhantes foram encontrados por
Gomes et al. (2010), no qual o tratamento por via oral com um éter monoterpénico produziu
aumento significativo nos parametros analisados no Teste do Labirinto em Cruz Elevado.

Entretanto, as dosagens de 10mg/kg e 25mg/kg do CIN demonstraram uma reducao
significativa nos parametros analisados no TLCE, sendo este ultimo grupo menor em relagdo ao
primeiro. Estes dados levantaram a hipdtese de que o efeito ansiolitico do 1,8-cineol seria
dependente de dosagem e, além disso, que também poderia estar interligado a um possivel efeito
sedativo nas doses mais altas, assim como observado nos psicofarmacos da classe dos
benzodiazepinicos. Nossos dados corroboram com os achados do estudo realizado por
Khumpirapang et al. (2018) e Cai et al. (2021).

A fim de investigarmos o mecanismo de agdo do CIN no sistema nervoso central, foi
administrado Flumazenil (antagonista do GABAA) no 14° dia, 15 minutos antes do tratamento
com CIN 5,0 mg/kg. Ap6s 30 minutos, os animais foram submetidos ao Teste do Labirinto em
Cruz Elevado. Os dados evidenciaram a interrup¢do aguda dos efeitos ansioliticos
demonstrados previamente pelo CIN na dose de 5,0 mg/kg.

Os animais tratados com Flumazenil sofreram uma diminui¢do significativa na
quantidade de entradas e no tempo de permanéncia nos bragos abertos, com reducao de 40,7% e
35,24%, respectivamente. Esses resultados demonstraram que o mecanismo de acdo do CIN
atua através da regulacdo dos receptores do acido gama-aminobutirico (GABA) tipo A
(GABAA), via sitio benzodiazepinico. Esse mecanismo de agdo evidenciado em nosso estudo

estd em consonancia com o estudo realizado por Dougnon; Ito (2020).
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Ainda com o intuito de investigarmos 0os mecanismos subjacentes aos comportamentos
ansiosos, os camundongos também foram submetidos ao Teste Caixa Claro/Escuro. Os
resultados apresentados demonstraram um aumento significativo nos parametros de
cruzamentos e rearing o grupo tratado com CIN 5,0 mg/kg, novamente de modo similar ao
grupo diazepam. O aumento nesses parametros representa uma maior atividade exploratoria dos
animais e esta associado a um possivel efeito ansiolitico, por meio da superacao de conflito
inato, conforme também demonstra o estudo de Campos-Cardoso et al. (2023).

Além disso, também se observou um aumento no tempo de permanéncia no lado claro
da caixa nos animais tratados com CIN 5,0 mg/kg e diazepam, em comparagdo ao grupo
controle salina. O efeito da menor dosagem de CIN foi quase idéntico ao da droga padrao,
sugerindo um potencial ansiolitico. O mesmo efeito sobre esse parametro foi evidenciado por
Dougnon; Ito (2020), onde os autores observaram um aumento do pardmetro de permanéncia no
lado claro nos animais sob efeito de inalagdao do 1,8-cineol. Nas demais dosagens de CIN nao
houve a constatacdo do mesmo efeito, ao contrario, houve uma diminui¢ao neste parametro
avaliado, demonstrando baixa atividade ansiolitica e possivel atividade sedativa. Destaca-se
que mais testes sdo necessarios para avaliar melhor esse possivel efeito.

O Teste de Campo Aberto ¢ utilizado para examinar a atividade exploratéria dos
animais, os quais tém uma inclinacao natural por explorar ambientes novos, mesmo diante de
estresses e conflitos impostos por esse modelo. Portanto, ¢ vidvel analisar o impacto de drogas
no sistema nervoso central por meio da avaliacdo da atividade locomotora dos roedores
(Ghafarimoghadam et al., 2022). Dessa maneira, constatou-se que o TCA, conduzido no
primeiro dia do protocolo experimental e antes dos tratamentos, ndo revelou diferencas
significativas entre os grupos investigados. Esses achados sugerem a inexisténcia de
modificagdes comportamentais relacionadas a ansiedade e a fun¢do motora antes do
experimento.

O TCA ¢ amplamente utilizado para investigar as atividades ansioliticas nos modelos
pré-clinicos. Animais que apresentam a capacidade exploratéria reduzida sdo classificados
como mais ansiosos, pois encontram-se em resposta comportamental do tipo fuga/esquiva
(Shah et al., 2022). Os dados do Teste de Campo Aberto realizado no 14° dia evidenciaram que
os grupos de animais tratados com diazepam e com 1,8-cineol na dosagem de 5,0 mg/kg
apresentaram um aumento significativo na atividade exploratéria horizontal (cruzamentos com

quatro patas) e atividade exploratoria vertical (rearing), assemelhando-se novamente aos
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efeitos observados no grupo tratado com diazepam 1 mg/kg. O grupo tratado apenas com salina,
e exposto aos mesmos estressores, demonstrou uma redugao significativa nesses parametros.

Em relagdo ao tempo de imobilidade dos roedores no campo aberto, percebe-se que a
dosagem de 5,0 mg/kg do CIN foi a inica capaz de reduzir esse pardmetro a niveis semelhantes
ao ansiolitico padrao utilizado, o diazepam. Entretanto, as dosagens de 10mg/kg e 25mg/kg do
CIN demonstraram aumento significativo no tempo de imobilidade, sendo este ultimo grupo
maior em relagdo ao primeiro. Em estudos comportamentais, a diminui¢do do tempo de
imobilidade sugere uma maior atividade locomotora dos animais, evidenciando maior
predile¢do pelo comportamento exploratorio. Esses indicadores sdo observados em animais sob
efeito ansiolitico (Gomes et al., 2010).

Ainda no campo aberto, constatou-se que os animais tratados com CIN 5,0 mg/kg
demonstraram uma redugdo significativa no tempo de comportamentos de autolimpeza
(grooming), semelhante aos animais tratados com diazepam. O grupo CIN 5,0mg/kg ainda
apresentou redu¢do significativa nesse parametro em comparagao aos grupos tratados com CIN
nas dosagens de 10 mg/kg e 25 mg/kg, sendo que esta ltima dosagem apresentou aumento mais
acentuado de groomings.

Este, por sua vez, ¢ um comportamento natural realizado por roedores, visando a
autolimpeza e a manutencdo de diversos aspectos fisioldgicos. Por outro lado, devido a sua
natureza repetitiva e padronizada, estudos vém sendo desenvolvidos para evidenciar que esse
comportamento, quando em excesso, pode estar associado a niveis acentuados de ansiedade
(referéncia) e tragos de Transtorno Obsessivo-compulsivo (Mohrle et al., 2020) por se tratar de
uma espécie de estereotipia.

De acordo com Nin et al. (2012), o grooming pode ser diminuido sob efeito de drogas
ansioliticas, de modo semelhante ao observado no tratamento com CIN 5,0 mg/kg e diazepam 1
mg/kg. Estes resultados indicam um potencial ansiolitico do 1,8-cineol em doses mais baixas,
pois esse efeito ndo foi observado com o aumento da dose, sugerindo uma atividade similar a
observada nos benzodiazepinicos.

Ainda com a finalidade de investigarmos a atividade exploratoria dos roedores, foi-se
aplicado o teste da placa perfurada. Notou-se através dos resultados que a dosagem de 5,0
mg/kg do CIN foi capaz de aumentar significativamente a quantidade de headdips e de tempo de
permanéncia nos orificios, assim como o diazepam também demonstrou. Os mesmos efeitos
nao foram observados nas outras dosagens de CIN. Além disso, antes desse teste também foi

administrado o Flumazenil no 14° dia. Os dados evidenciaram a interrup¢ao aguda dos efeitos
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ansioliticos demonstrados previamente pelo CIN na dose de 5,0 mg/kg. Os animais tratados
com Flumazenil sofreram uma diminui¢ao significativa na quantidade de headdips e no tempo
de permanéncia nos orificios da placa perfurada, com reducdo de 56,3% e 40,94%,
respectivamente.

O estresse oxidativo ¢ extremamente prejudicial ao organismo, pois causa danos e até
mesmo a morte celular, afetando estruturas celulares cruciais, como o DNA e os lipidios. Esta
ultima ¢ denominada de peroxidagao lipidica. Ademais, estudos vém apontando a sua intima
relacdo com os transtornos de ansiedade (Bouayed; Soulimani, 2018). A depender da
cronicidade de situagdes adversas e estressantes, os casos podem ser de maior ou menor
gravidade. Fato ¢ que toda essa alteragdo a nivel celular, ¢ fator de risco para varias doengas
neuropsiquiatricas, incluindo os transtornos de humor e deméncias (Barbosa et al.,2010;
Sharifi-Rad, 2020; Bouayed; Soulimani, 2018).

Essa dinamica, em condigdes ideais, exerce um papel fundamental para a regulagdo
bioquimica. Entretanto, quando excessiva, pode causar um desequilibrio entre compostos
oxidantes e antioxidantes, favorecendo, portanto, a produgao acentuada de radicais livres. Tal
condicao desemboca na oxidacdao de biomoléculas, podendo resultar em perda de suas funcgdes
bioldgicas e instabilidade homeostatica. Os principais radicais livres e espécies reativas de
oxigénio sdo o Superdxido (O2¢), a hidroxila (OHe) e o peroxido de hidrogénio (H202).
Existem alguns marcadores do estresse oxidativo, os quais sdo acionados quando a quantidade
de radicais livres e/ou espécies reativas supera a capacidade de a¢ao dos antioxidantes. Dentre
esses marcadores estdo as substincias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), os quais
consistem em um subproduto da peroxidacao lipidica. A presenca dessas substancias indica
danos celulares (Barbosa et al., 2010).

Dessa maneira, o presente trabalho analisou os niveis de peroxidacao lipidica através do
teste de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). Foi-se demonstrado que o 1,8-cineol
na dose de 5,0 mg/kg reduziu de modo significativo os niveis de malondialdeido (MDA) nas trés
areas cerebrais estudadas, assim como a droga padrdo em comparagdo ao controle salina.
Resultados semelhantes foram encontrados nos estudos de Nikbakht; Anarkooli; Abdanipour
(2022) e Bahrami; Yaghmaei; Yousofvand (2022).

O mesmo nao foi observado na dosagem de CIN 10 mg/kg, pois observou-se uma
crescente dos niveis de MDA. Entretanto, a dose de CIN 25 mg/kg demonstrou uma redugao nos

niveis de MDA em relacdo a dosagem de 10 mg/kg nas areas do hipocampo e corpo estriado. O
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mesmo ndo foi observado no cortex pré-frontal, visto que a dose de 25mg/kg superou os niveis
de MDA da dosagem de 10 mg/kg.

Além disso, na presenga do estresse cronico, o sistema imunoldgico costuma produzir
espécies reativas de nitrogénio (RNS), os quais sdo caracterizados por compostos nitrogenados
que tém alta reatividade, como o Oxido Nitrico (NO), Peroxido Nitrico (NO2-), Peroxinitrito
(ONOO-) e Radical Nitrose (-NO;). Quando produzidos em excesso, essas substancias podem
ser prejudiciais para as células, podendo resultar em neuroinflamacao, a qual estd associada a
diversos transtornos neuropsiquiatricos, como a depressdo e ansiedade (Won; Kim, 2020;
Santos, 2019).

Para fins de avaliarmos os niveis do estresse nitrosativo, foram medidas as
concentragdes de nitrito/nitrato nas areas cerebrais do hipocampo, corpo estriado e cortex pré-
frontal. Observou-se que o CIN na dose de 5,0 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente os
niveis de nitrato/nitrato em relagdo ao grupo controle salina em todas as areas cerebrais
estudadas sendo similar ao diazepam. Esses efeitos se assemelham aos achados do estudo
realizado por Cai et al, 2022, o qual constatou a capacidade do 1,8-cineol em reduzir
significativamente o nivel de inflamacao e o estresse oxidativo e nitrosativo, resultando em uma
menor apoptose das células pulmonares. Em nosso estudo, as dosagens de 10 mg/kg e 25 mg/kg
também foram capazes de reduzir os niveis de estresse nitrosativo nas areas do corpo estriado e
cortex pré-frontal, mas nao no hipocampo.

Outros estudos com animais tém investigado os efeitos do eucaliptol em pacientes com
epilepsia (Nikbakht; Anarkooli; Abdanipour, 2022), em transtornos de humor, como a
depressdo, e também nos transtornos de ansiedade (Dougnon; ito, 2023; Bahrami; Yaghmaei;
Yousofvand, 2022), e em edemas cerebrais (Santos et al., 2022). Além disso, outros estudos
investigam possiveis efeitos neuroprotetores desse monoterpeno (Nikbakht; Anarkooli;

Abdanipour, 2022).

CONCLUSAO

Diante do exposto, concluimos que o 1,8-cineol possui atividade ansiolitica na dose de 5
mg/kg em modelos preditivos de ansiedade. O bioativo apresentou efeito positivo sobre a
atividade exploratoria e locomotora dos roedores. Ademais, demonstrou capacidade de
aumentar a atividade antioxidante dos animais, evidenciado pelos niveis reduzidos de MDA.

Revelou, ainda, ser capaz de atenuar o estresse nitrosativo, demonstrado pela redugdo

nos niveis de nitrito/nitrato no tecido cerebral. Quanto as doses de 10 e 25 mg/kg, estas
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indicaram um possivel efeito sedativo sobre os animais, hipotese comprovada por meio da agao
do flumazenil, o qual comprovou o mecanismo de acdo do CIN via receptor GABAA. Dessa
maneira, o 1,8-cineol apresenta potencial farmacoldgico para ser utilizado no tratamento clinico
dos transtornos de ansiedade.

Ressaltamos que o estudo apresenta algumas limitagdes, como a auséncia de testes mais
especificos para avaliacdo dos possiveis efeitos sedativos apontados, sendo necessario mais

pesquisas com o intuito de investigar esses parametros de maneira aprofundada.
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	INTRODUÇÃO
	Os transtornos de ansiedade agrupam um conjunto de transtornos psicológicos que são caracterizados por sinais e sintomas em comum. possuindo frequência e intensidade altas, além de comprometimento funcional. Estes transtornos interferem na qualidade de vida das pessoas acometidas, com potencial de lhes causar prejuízos significativos em diversos âmbitos da vida como o social, o familiar e o laboral (D’ávila et al., 2020).
	MATERIAIS E MÉTODOS
	Foram utilizados 66 (sessenta e seis) camundongos machos Swiss, pesando entre 20-25 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceará. Os animais foram mantidos em gaiolas de propileno em ambiente com temperatura e umidade controladas (25 ± 2ºC, ~55 % umidade relativa), ciclo de claro/escuro alternado de 12 horas, com livre acesso à ração e água e com higiene e limpeza adequadas. Os experimentos foram realizados de acordo com as leis vigentes do Instituto Nacional de Saúde, através do Guia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório, sob o consentimento e a vigilância do Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará, número de protocolo 04/23. Todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e reduzir o número de animais utilizados nas experiências.
	2.2 Drogas e Soluções
	1,8-cineol (CIN) foi diluído em Tween 80 e, posteriormente, em solução salina (NaCL 0,9%). As doses de CIN utilizadas foram 5, 10 e 25 mg/kg de peso dos animais e foram admintradas por via intraperitoneal (i.p.). Nos animais do grupo controle negativo foi administrado solução salina (NaCL 0,9%) em concentração equimolar. No grupo controle positivo, foi utilizado o diazepam (1 mg/kg; via i.p.). Para investigação do efeito do CIN sobre o sistema GABAérgico, os animais foram pré-tratados com flumazenil (3,0 mg/kg, i.p.) 15 minutos antes do tratamento com CIN. Após 30 minutos da adminstração do CIN, os animais foram submetidos ao Labirinto em Cruz Elevado e à Placa perfurada. Todos os fármacos e reagentes utilizados foram de pureza analítica e obtidos da Merck, Sigma-Aldrich ou Reagen.
	2.3 Grupos e testes comportamentais
	Nesse estudo, separamos os animais nos grupos: controle negativo, que recebeu apenas salina; controle positivo, que recebeu o flumazenil; diazepam, que recebeu diazepam uma única vez; cineol 5, cineol 10 e cineol 25, que receberam, respectivamente 5, 10 e 25 mg/kg de CIN. Os grupos tratados receberam as drogas uma vez ao dia via i.p por 14 dias consecutivos, O diazepam e o flumazenil foram administrados no 14º dia, antes dos testes comportamentais e todos os testes comportamentais foram realizados entre 09:00h e 15:00 h e são descritos a seguir.
	2.3.1 Teste do Campo Aberto (TCA)
	O Teste do Campo Aberto (TCA) é baseado na metodologia descrita por Sielgel (1946) e validado por Archer (1973) e permite uma avaliação da atividade locomotora do animal e também a atividade estimulante, depressora ou ansiolítica de drogas. Nesse teste, os animais foram colocados no centro da arena em um campo-aberto confeccionado em acrílico com 60 cm de comprimento, 60 cm de largura, 60 cm de altura, dividido em 12 arenas. Após 1 h de acondicionamento, foram analisados o número de cruzamentos com as quatros patas (movimentação espontânea), o tempo de autolimpeza (grooming), número de levantamentos (rearing) e tempo de imobilidade por um período de 5 minutos.
	2.3.2 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (TLCE)
	O teste do labirinto em Cruz Elevado (TLCE) é usado para medir a ansiedade em roedores a partir da quantificação do tempo relativo gasto nos braços fechados versus os braços abertos (Acikgoz; Dalkiran; Dayi, 2022; Bouayed; Soulimani, 2018). Nesse teste, os animais foram colocados em um aparato composto por 3 braços que se ligam formando um Y e foi analisado a sequência de entrada do animal em todos os braços e o tempo de permanência em cada local em período de 5 min, logo após 1 minuto de adaptação (Maurice et al., 1994).
	2.3.3 Caixa Teste Claro/Escuro (CTCE)
	O teste Caixa Claro/Escuro (CTCE) visa observar comportamentos exploratórios do roedor por meio dos cruzamentos (crossings) entre as áreas claro e escuro, atividade exploratória vertical (rearings) e permanência no lado claro e escuro (Richetto; Polesel; Weberstadlbauer, 2019; Bouayed;Soulimani, 2018). Os animais foram colocados na caixa e os parâmetros foram analisados em um período de 10 minutos (Acikgoz; Dalkiran; Dayi, 2022)
	2.3.4 Teste da Placa Perfurada (TPF)
	O teste Hole-board é utilizado principalmente para avaliar comportamentos exploratórios em roedores e nesse teste, os animais foram colocados em uma arena com furos regularmente dispostos na parte inferior da placa. Tanto a frequência quanto a duração do comportamento espontâneo de headdips (afundamento de cabeça) nos buracos foram então medidas durante um período de 5 min de observação (Bouayed; Souliamani, 2018; Acikgoz; Dakiran; Dayi, 2022).
	2.5 Eutanásia e dissecação das áreas cerebrais
	Após a conclusão de todos os experimentos comportamentais, os animais foram submetidos à eutanásia através do deslocamento cervical. Em seguida, os cérebros foram prontamente removidos e as regiões do hipocampo, córtex pré-frontal e corpo estriado foram dissecadas e isoladas de suas áreas adjacentes. Cada região cortical foi acondicionada em placas de Petri mantida sob gelo e foram posteriormente pesadas e armazenadas em freezer a -80 °C para as análises neuroquímicas.
	2.6 Determinação da peroxidação lipídica (TBARS) e concentração de nitrito/nitrato
	O grau de lipoperoxidação nos tecidos cerebrais foi medido através da determinação das concentrações de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS), conforme o método de Draper e Hadley (1990). Resumidamente, foram preparados homogenatos das áreas cerebrais a 10 % (peso/volume) em solução de KCl 1,15 %. Após, 250 μL do homogenato foi mantido em um banho-maria a 37° C por 1 h e precipitado com 400 μL de ácido perclórico (35%), seguido do processo de centrifugação (14.000 g/15 minutos a 4°C).
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