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RESUMO

AVALIAGAO DO OLEO ESSENCIAL DE Aniba canelilla (CASCA-PRECIOSA)
E DO 1-NITRO-2-FENILETANO, SEU CONSTITUINTE PRINCIPAL, EM
TESTES DE MEMORIA E APRENDIZADO DE ROEDORES

A deméncia é uma doenga que afeta as fungdes cognitivas, principalmente em
individuos idosos. Pode ser de origem genética, ambiental, lesbes cerebrais,
estresse, inflamacéo e disturbios neuroldgicos. A Doenca de Alzheimer (DA),
uma doenga neurodegenerativa, € a causa mais comum de deméncia,
considerada um grande problema de saude publica global. A patologia da DA é
marcada por morte progressiva dos neurbnios colinérgicos e disturbios
bioquimicos que acarretam declinio cognitivo. Os farmacos utilizados para tratar
deméncia e DA sao de curta duracéo e apresentam reacdes adversas, incluindo
hepatotoxicidade, nausea, efeitos cardiovasculares e outros. Por este motivo a
busca por alternativas farmacoldogicas com melhor tolerabilidade se faz
necessario. Dentre a diversidade de plantas com potencial farmacoldgico para
atuar sobre a memoria destaca-se Aniba canelilla (HBK) Mez, nativa da
Amazébnia, pertencente a familia Lauraceae, conhecida popularmente como
casca preciosa e canela-cheirosa. Seu 6Oleo essencial, que possui 1-nitro-2-
feniletano (NFE) como componente majoritario, ambos inibem a enzima AchE,
responsavel pela degradacao de acetilcolina (ACh), substancia importante nos
processos de aprendizagem e memoria. Este trabalho teve como objetivo avaliar
se o 6leo essencial Aniba canelilla (OEAC) e NFE revertem o dano de memoéria
e aprendizado causados pela escopolamina. Para tanto, utilizou-se ratos
submetidos a protocolo de dano mnemaonico por administragdo de escopolamina,
seguido de tratamento com o 6leo essencial de Aniba canelilla (OEAC) e NFE e
analise comportamental da memoria através do teste padrdo ouro Labirinto
Aquatico de Morris. Os resultados demonstraram que o OEAC e o NFE
conseguiram reverter os danos causados no aprendizado e memoria, sugere-se

que este efeito esta associado a capacidade de inibirem a AChE.

Palavras-chave: Aniba canelilla, 6leo essencial, 1-nitro-2-feniletano, memoaria e

aprendizado de roedores, modelo-escopolamina, labirinto aquatico de Morris.



ABSTRACT

EFFECT OF ESSENTIAL OIL OF Aniba canelilla (PRECIOUS CASCADE) AND
1-NITRO-2-PHENYLETANE, ITS MAIN CONSTITUENT, IN THE MEMORY
AND LEARNING OF RODENTS

Dementia is a disease that affects cognitive functions, especially in elderly
individuals. It can be genetic, environmental, brain damage, stress, inflammation
and neurological disorders. Alzheimer's Disease (AD), a neurodegenerative
disease, is the most common cause of dementia, considered a major global
public health problem. AD pathology is marked by progressive death of
cholinergic neurons and biochemical disturbances that lead to cognitive decline.
The drugs used to treat dementia and AD are of short duration and have adverse
reactions, including hepatotoxicity, nausea, cardiovascular effects and others.
For this reason, the search for pharmacological alternatives with better tolerability
is necessary. Among the diversity of plants with pharmacological potential to act
on memory, Aniba canelilla (HBK) Mez stands out, native to the Amazon,
belonging to the Lauraceae family, popularly known as precious bark and
cinnamon-scented bark. Its essential oil, which has 1-nitro-2-phenylethane (NFE)
as a major component, both inhibit the enzyme AchE, responsible for the
degradation of acetylcholine (ACh), an important substance in the processes of
learning and memory. This work aimed to evaluate whether the essential oil Aniba
canelilla (OEAC) and NFE reverse the memory and learning damage caused by
scopolamine. For this purpose, rats were submitted to a mnemonic damage
protocol by administration of scopolamine, followed by treatment with Aniba
canelilla essential oil (OEAC) and NFE and behavioral analysis of memory
through the Morris Aquatic Maze gold standard test. The results showed that
OEAC and NFE were able to reverse the damage caused to learning and

memory, suggesting that this effect is associated with the ability to inhibit AChE.

Keywords: Aniba canelilla, essential oil, 1-nitro-2-phenylethane, memory and

learning of rodents, model-scopolamine, Morris water maze
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1. INTRODUGAO
1.1 Memoria

A memdria pode ser definida como a capacidade de aquisicdo, formacao,
conservagao e evocagao de informacgdes. O conjunto de informagdes adquiridas
ao longo da vida a partir de experiencias diversas, mais a resultante entre as
recordagdes e esquecimentos, geram memorias. O acervo de memoria forma o
individuo, a personalidade e modula o comportamento. A aquisicdo representa
aprendizagem, entretanto, as memodrias ndo sao fixadas imediatamente logo
apos aquisicdo, sao necessarios redes complexas de neurbnios e processos
metabdlicos que irdo formar a memodria. Este processo é denominado de
consolidacdo. A evocagao, por sua vez € a recuperagao das memorias
consolidadas. As memoarias podem ser retidas brevemente ou por tempos mais
longos dependendo do processo de consolidagdo (Figura 1; LENT, 2010;
IZQUIERDO, 2018; PEREIRA et al. 2019).

Figura 1 _ Sistema de memodrias.

EVENTOS EXTERNOS

Selecao Aquisicdo Consolidacao Evocagédo

Comportamento

Legenda: Esquema das etapas envolvidas na formagao da meméoria. Fonte: Adaptado de Lent,
2010.

Durante o processo de consolidagdo, as memorias sdo vulneraveis
podendo sofrer interferéncias por causas distintas como traumatismo craniano,
outras memorias, estado de vigilia, emogdes, liberagdo de hormdnios como
cortisol e adrenalina, relacionados com o nivel de estresse, e outras substancias
capazes de atuar sobre o sistema nervoso central (SNC) diretamente ou
indiretamente (IZQUIERDO et al. 1999; MOYANO et al. 2019). Ha varios tipos
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de memorias, algumas s&o adquiridas em segundos, outras em dias ou anos,
além de visuais, olfativas, que dao prazer ou medo (WIRT e HYMAN 2019). Cada
uma dessas envolve diferentes mecanismos nervosos. Segundo Izquierdo
(2018) As memodrias sado classificadas de acordo com a fungdo, conteudo e

duragao.
1.1.1 Memédria de Trabalho

Quanto a funcao, tem-se a memoria de trabalho, também chamada de
memaéria operacional. E uma meméria de carater fugaz que tem como finalidade
gerenciar a realidade e a sequéncia das informacgdes. Ela auxilia, por exemplo
na percepg¢ao de lugar, do que se esta fazendo ou o que se fez, e a partir desta
percepgao é possivel dar continuidade nos atos (MILLER e COHEN, 2001). No
momento em que se recebe uma informag&o a memaria de trabalho “checa” nas
memorias pré-existentes se a informacgao € nova ou néao, se € util ou prejudicial
e assim auxilia na tomada de decisdo (JONES e WILSON, 2005). Outro exemplo
do papel gerenciador da memoria de trabalho é no dialogo. Este, conserva por
tempo suficiente uma informacédo no cérebro para que o individuo perceba a
construgao de sua fala, o que foi dito segundos atras e entdo escolher o que
dizer a frente (FUSTER e BRESSLER, 2012; IZQUIERDO, 2018).

A memodria de trabalho € processada no cortex pré-frontal, antero-lateral
e orbital-frontal, conecta com hipocampo e amigdala através do cértex entorrinal
(Figura 2). O processamento depende da conducéo elétrica dos neurdnios e ndo
envolve alteragdes bioquimicas, o que confere a brevidade. Devido o cortex pré-
frontal receber neurénios de areas do cérebro que regulam estados de animo,
niveis de consciéncia e emocionalidade, esses fatores modulam a meméria de
trabalho (JONES e WILSON, 2005; IZQUIERDO, 2018). De acordo com
Izquierdo (2018) os principais neurotransmissores capazes de modular a
memoria de trabalho s&o acetilcolina, atuando sobre receptores muscarinicos e
a dopamina sobre receptores do tipo D1. As memdrias também podem ser

classificadas ainda quanto ao conteudo: memaria declarativa e ndo declarativa.
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Figura 2 _ Principais areas envolvidas na memoéria de trabalho.

_ Y | Septo "
| Cortex parietal N} :

[ Hipocampo |

Amigdala

Cortex entorrinal |

— N -

Legenda: Principais areas envolvidas na memoéria de trabalho, todas as
areas estdo conectadas entre si e com o hipocampo através do coértex
entorrinal. Fonte: Adaptado de Izquierdo, 2018. Adaptado de Izquierdo, 2018.

1.1.2 Memoria declarativa

A memoria declarativa recebe esse nome pois os humanos podem
declara-la verbalmente. Essa memoria € subdividida em episddicas ou
autobiografia, que sdo eventos e fatos que o individuo assiste, ouve, participa ou
I&; e memodrias semanticas que sdo memorias de conhecimentos gerais como
por exemplo portugués, quimica entre outras. As memorias semanticas quase
sempre sao adquiridas por meio das memorias episodicas. Ambas requerem um
bom desempenho da memaria de trabalho para aquisicéo, formacgao e evocacéo.
Interferéncias na memoria de trabalho podem afetar as memarias declarativas
(Figura 3; IZQUIERDO, 2018; COUSINS e FERNANDEZ, 2019)

As principais regides responsaveis pela memoria declarativa séo
hipocampo e cortex entorrinal (Figura 2) associados entre si e com o cortex
cingulado, cortex parietal e com os nucleos basal e lateral da amigdala
(EICHENBAUM, 2001). A amigdala também armazena memorias,
principalmente as de cunho emocional, e modula a formagdo de memodrias
declarativas juntamente como as regides reguladoras do estado de animo, de

alerta, da ansiedade e das emogdes localizadas na substancia negra, locus
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coeruleus, nucleos da rafe e nucleo basal de Meynert. Os neurbnios destas
estruturas liberam para as areas responsaveis pela memoria declarativa
neurotransmissores como dopamina, serotonina noradrenalina e acetilcolina
respectivamente (Figura 3; IZQUIERDO, 2018). Outro grupo de memdrias séo
as memorias ndo declarativas, seu conteudo esta relacionado as habilidades

motoras ou sensoriais.

Figura 3 _ Estruturas responsaveis pelo processamento das memoérias
declarativas e Localizagdo dos principais sistemas moduladores.

(A) Amigdala Nucleos Nucleo basal
da rafe de Meynert.
Locus Substancia
coeruleus negra

Moduladores
J |

Adquisicao Formacdo Evocacdo

MEMORIA

DE TRABALHO
S}

Antagonistas muscarinicos,
antagonistas D1 e lesBes no cortex
pré-frontal

Substéncia negra
(dopamina)

(B) | Lobo occiptal ‘ ‘

‘ Lobo frontal ‘

/‘ Lobo occiptal ‘

Locus coeruleus
(noradrenalina)

Septo medial

(acetilcolina) Nucleos da rafe

(serotonina)

Nucleo basal de Meynert
(acetilcolina)

‘ Lobo temporal |

Legenda: (A) Estruturas responsaveis pelo processamento das memoérias declarativas e
interferentes. (B) Localizacao dos principais sistemas moduladores das memodrias declarativas

Fonte: Adaptado de Izquierdo, 2018.
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1.1.3 Memoria ndo declarativa

Também conhecida como memoria procedural, € comumente chamada de
habitos, e tem como exemplo tocar um instrumento musical, nadar ou dirigir. As
memorias de procedimento sdo adquiridas de forma implicita e inconsciente. Nos
disturbios de memdria em pacientes com lesdes no hipocampo e estruturas
associadas do lobo temporal medial, ha grave comprometimento da memoria
explicita enquanto as memorias implicitas mostram-se preservadas. Assim,
pode-se perceber que as memorias implicitas sdo de carater neurobiologico
distinto das memdrias declarativas. As areas responsaveis pelas memorias
procedurais sao nucleo caudado, que recebe neurdnios da substancia negrae o
cerebelo, sofrem pouca modulagdo pelas emocgdes ou estado de animo. A
principal modulagdo que ocorre € através da substancia negra que tem
importancia nas fun¢des motoras (IZQUIERDO, 2018; KALRA et al. 2019).

As memodrias implicitas duram geralmente a vida inteira. Ja as explicitas
tem duracdo que varia em minutos, horas, dias, meses ou décadas. Sendo
assim, as memorias podem ser classificadas também de acordo com seu tempo

de duracgéao.
1.1.4 Memoria de curta duragao e de longa duragao

A memoéria de curta duracdo é a capacidade de reter uma certa
quantidade de informagéo ativa na mente durante um curto periodo que varia
entre 1 a 6 horas, o0 mesmo tempo que dura a consolidacdo das memorias de
longa duragao, estas duram meses ou anos, ja as memorias que duram décadas
também podem s&o chamadas de remotas. Ambas as memarias envolvem as
mesmas estruturas, mas processos paralelos entre si e independentes. O
mecanismo de consolidagdo da memdria de longa duragdo abrange processos
eletrofisioldgicos chamado potencial de longa duracéo (long-term potentiation,
LTP) e depressdo de longa duragao (long-term depression, LTD; COOKE e
BLISS, 2006; IZQUIERDO, 2018).

O LTP consiste em aumento da resposta pdos-sinaptica mediada por
glutamato (Glu) em receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropionico

(AMPA) e N-metil-D-aspartato (NMDA). Este resulta em sintese de proteinas
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ribossomais, entre elas, quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e quinase
dependente do AMP ciclico (PKA), estas fosforilam fatores de transcrigdo como
proteina de ligagdo ao elemento de resposta cAMP (CREB), que regula a
transcricdo do fator neutréfico derivado do cérebro (BDNF) responsavel pela
sintese proteica extrarribosomal nos dentritos pelo sistema mTor. A LTD por
mecanismos semelhantes leva a ativagdo de proteinas quinases como
calcio/calmudolina-dependentes (CaMKIl) e proteinas quinases calcio
dependentes (PKC), mas em menor grau e duragao curta do efeito, os receptores
de Glu fosforilados séo levados para o interior das células, impossibilitados de
serem ativados na membrana sinaptica. Esses eventos contribuem com a

consolidacéo das diferentes memoérias de longa duracgéo (IZQUIERDO, 2018).
1.2 Deméncia

De acordo com a Classificagado Internacional de Doengas e Problemas
Relacionados a Saude (CID), a deméncia € uma sindrome geralmente de
natureza crénica ou progressiva derivada de doengas do cérebro em que ha
falhas nas sinapses responsaveis pelos processos cognitivos perturbando a
memoria, pensamento, orientacdo, compreensdo, calculo, capacidade de
aprendizagem, linguagem e julgamento. Comumente acompanhados de
disturbios de emoc¢ao, motivagdo e do comportamento social. A deméncia esta
entre as principais causas de morbimortalidade em pessoas a partir de 60 anos,
afetando aproximadamente 35,6 milhdes em todo no mundo. (IZQUIERDO 2018;
VON ARNIM et al. 2019)

A disfungao cognitiva € multifatorial, pode ser fisiolégica através do
processo de envelhecimento que naturalmente € acompanhado de declinio do
numero de neurdnios; alteracdo genética que em geral necessitam de um fator
desencadeante; ambiental devido exposi¢cao a agentes toxicos, lesdes cerebrais,
estresse, inflamagéo e disturbios neurolégicos. A Doenga de Alzheimer (DA),
doenca neurodegenerativa, € a causa mais comum de deméncia, responsavel
por cerca de 50 a 75% dos casos. O principal fator de risco é a idade com
prevaléncia de 0,6% para individuos de 60 anos e mais de 17% na faixa etaria
acima dos 90, além disso, as comorbidades nesse grupo contribui com a
gravidade da DA (HAIDER et al, 2016; LAVER et al. 2016; LI et al. 2018;
MULLER et al. 2019).
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A etiologia da DA é pouco esclarecida, ha diferentes hipoteses, mas
nenhuma linearidade dos processos desencadeantes foi confirmada até os dias
atuais. Em 1980 lesbes associadas a baixa atividade no nucleo basal de
Meynert, importante estrutura colinérgica moduladora do cérebro, foram
descobertas em paciente com DA. Esses achados levaram a hipdtese
colinérgica que destaca a acetilcolina (ACh) como principal neurotransmissor
responsavel pela memodria e que a degeneragao de seus neurdnios fosse a
causa da DA. Contudo, estudos posteriores mostraram que outras vias como
dopaminérgica, noradrenérgica e serotoninérgica sofriam os mesmos danos,
refutando esta hipotese, deportando-a como secundaria a patogenia da DA, sem
anular o importante papel modulador da ACh nos processos cognitivos
(WHITEHOUSE et al. 1982; FRANCIS et al. 1999; IZQUIERDO 2018).

Atualmente, as caracteristicas patolégicas da DA envolvem morte
progressiva de neurdnios que levam a perda de tecidos em todo cérebro (figura
4), e disturbios moleculares como depdsitos beta amiloide (BA), este peptideo
forma agregados chamados placas senis e seus oligdbmeros sdo neurotoxicos
capazes de interagir com neurdnios e células da glia (células responsaveis por
dirigir a destruicdo neuronal) levando a ativagdo de mecanismos inflamatorios,
oxidativos e morte celular; acumulo de proteina tau no interior das células
levando a formagao de emaranhados neurofibrilares capazes de perturbar o
transito de proteinas pelo axénio acarretando morte celular (IZQUIERDO 2018;
STELLA et al. 2015; VON ARNIM et al. 2019).

Figura 4 _ Perda de tecido cerebral na doenga de Alzheimer.

Legenda: Perda de tecido em todo o cérebro causada por morte das células
nervosas na doengca de Alzheimer. Adaptado de ALZHEIMER'S ASSOCIATION
2019. Fonte: Adaptado de ALZHEIMER'S ASSOCIATION 2019.
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As alteragdes estruturais e bioquimicas da DA iniciam no cortex entorrinal,
seguindo para o hipocampo, posteriormente acometem cortices pré-frontal,
parietal e occipital, areas importantes para memoaria e aprendizado, podendo
afetar também outras partes do cérebro (IZQUIERDO 2018; STELLA et al. 2015;
VON ARNIM et al. 2019). Com a atual mudanga demografica apontando para
crescimento da populagao idosa, estima-se um aumento no numero de casos de
deméncias, com valores de 74,7 milhdes em 2030 e 131,5 milhdes em 2050 de
acordo com a Associacgao Internacional de Alzheimer (ALZHEIMER'S DISEASE
INTERNATIONAL-ADI, acessado em junho de 2019), representando um

problema de saude publica em todo mundo cujo tratamento é desafiador.

1.3 Tratamento

As terapias farmacolégicas e ndo farmacologicas disponiveis limitam-se
ao retardo da progressao da doenga, o que confere melhora temporaria, pois sao
incapazes de reverter a etiologia primaria. O tratamento farmacoldgico atual
inclui: donepezila rivastigmina, galantamina e memantina. Sendo os trés
primeiros inibidores das colinesterases (IAChE), acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BChE), enzimas responsaveis por degradar ACh, sendo que
a BChE tem menor participacédo na degradagao e esta mais presente na periferia.
O uso destes farmacos tem como objetivo aumentar a disponibilidade sinaptica
de ACh, na tentativa de compensar perda de neurbnios colinérgico (Figura 5;
STELLA et al. 2015; FORLENZA 2015; KOUEMOU et al. 2017).

O primeiro IAChE sintetizado foi a fisostigmina em 1935, mas seu curto
tempo de meia vida levou a descontinuagdo dos estudos. A tacrina foi
disponibilizada em 1993, e funciona como inibidor reversivel da AChE, agindo
também sobre BChE o que confere beneficios adicionais e mais efeitos
colaterais periféricos. Devido a baixa tolerabilidade, dificuldades posolégicas e
elevado risco de hepatotoxicidade, caiu em desuso. Os demais inibidores
reversiveis das colinesterases foram donepezil em 1997, rivastigmina em 1998
e galantamina em 2000, sdo chamados de segunda geracgao. A eficacia desses
farmacos sao comparaveis e dependentes da dose. A dose maxima

recomendada € donepezil 10mg, rivastigmina 12mg ou 9,5mg para aplicagéo
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transdérmica, galantamina 24mg (FORLENZA 2005; MULLER et al. 2019; VON
ARNIM et al. 2019).

Figura 5 _ Mecanismo de ac¢éo dos inibidores da AChE (IAChE).
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Legenda: Os inibidores da AChE (IAChE) na sinapse colinérgica.

O uso de IAChE é recomendado em diretrizes internacionais, a resposta
farmacoldgica geralmente surge apos 12 a 18 semanas e variam de acordo com
os estagios da doencga, sendo notados beneficios discretos no estagio leve a
moderado, e com poucos ou nenhuns beneficios nos estagios avangados. O
perfil de efeitos colaterais desses medicamentos € similar e deriva da
potencializagdo das vias colinérgicas, incluindo desordens gastrointestinais
como nauseas, vomitos, diarreia, perda de apetite, aumento da acidez gastrica;
cardiovasculares com variagcao na pressao arterial, arritmia, bradicardia; e outras
manifestacdes como tonturas, desmaio, cefaleia, suor excessivo, perturbacéo no
sono, confusdo e caimbras. Deve-se sempre avaliar a relagdo custo-beneficio,
quando ha indiferenga na progressao do dano é recomendado descontinuar o
tratamento (MULLER et al. 2019; VON ARNIM et al. 2019).

A memantina, outra opgéo terapéutica, indicado para Alzheimer moderado
a grave, é antagonista ndo competitivo do receptor NMDA de Glu, com objetivo
de reequilibrar a neurotransmissao glutamatérgica. Em repouso o canal de

NMDA ¢é obstruido com o magnésio, quando ha ativagao este é deslocado. De
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forma similar € o mecanismo de agdo da mematina, obstrui o canal (Figura 6) e
permanece bloqueando quando ha hiperestimulagdo (condigdo patoldgica),
promovendo agédo neuroprotetora frente a excitotoxicidade glutamatérgica sem
afetar a neurotransmisséo fisioldgicas. dose diaria de 20 a 30 mg. O pico
plasmatico € obtido entre 3 e 8 horas apds absorgéo pelo trato gastrointestinal,
sendo necessario 2 administragcdes por dia. Nao sofre metabolizagdo hepatica o
gue minimiza interagdes farmacocinéticas. Os efeitos coletareis mais frequentes
sdo insbnia, cefaleia, inquietagdo, vertigens, cansago e diarreia tontura,
confusdo, aumento da pressao arterial, constipacdo, em alguns casos
convulsées (WINBLAD et al. 2010; FORLENZA 2015; MULLER et al. 2019)

Figura 6 _ Mecanismo de agdo da memantina
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Legenda: Memantina atuando bloqueando o canal do receptor NMDA.

Em geral os farmacos anti-deméncia atuais apresentam curto tempo de
meia vida e reagdes adversas que minimizam sua adesao, além disso seus
efeitos clinicos sado considerados fraco com mudang¢as moderadas pronunciados
na melhoria das habilidades cognitivas e cotidianas em 25% dos pacientes
(MANGIALASCHE et al. 2012; CUMMINGS et al. 2017). Por este motivo a busca
por novas opg¢des farmacoldgicas com melhor tolerabilidade se faz necessario.
As plantas representam uma fonte de produtos potencialmente bioativos com
propriedades fisico-quimicas variadas amplamente empregadas na medicina

popular para o tratamento de varias enfermidades (FOGLIO et al. 2016) sendo,
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portanto, necessario explorar atividade bioldgica de drogas vegetais sobre o
sistema nervoso central. Existem diversos modelos experimentais em roedores

disponiveis para compreender os disturbios de memoria e testar novas drogas.

1.4 Modelos de deméncia

Os modelos de deméncia podem ser divididos em: fisiolégicos causado
por envelhecimento natural, pois ratos idosos apresentam comprometimento
cognitivo (WANG et al. 2015); ambientais através de neurotoxicidade induzida
por metais como o aluminio, este altera o sistema colinérgico, produz inflamagéao
e espécies reativas de oxigénio; modelos farmacolégicos como glicocorticoides,
que leva a atrofia dendritica crénica e prejuizos no hipocampo, e escopolamina
(WOODSON et al. 2003; HAIDER et al. 2016). Dentre esses, o0 modelo induzido
por escopolamina é o mais utilizado. De acordo com Haider et al. (2016) o dano
causado pela escopolamina € o que mais se aproxima dos estados de deméncia,
levando a déficits mais pronunciados nos testes comportamentais, inducao de
estresse oxidativo e prejuizos neuroquimicos (GOVERDHAN et al. 2012; LEE et
al. 2014).

Segundo a hipotese colinérgica da doenga de Alzheimer a perda de
memoria ocorre pelo declinio de neurdnios colinérgicos e consequente
diminui¢ao dos niveis de acetilcolina (ACh) no cérebro. A escopolamina por ser
um antagonista muscarinico bloqueia os receptores mimetizando esses
disturbios. Além disso hd aumento na atividade da AChE incrementando no
déficit. O dano também é marcado por outras alteragdes néo colinérgicas similar
ao Alzheimer como declinio nos niveis de monoaminas cerebrais noradrenalina,
dopamina e serotonina, e alteracdes no balango oxidativo cerebral. Haider et al.
(2016) investigou a peroxidagdo lipidica (MDA), atividade de enzimas
antioxidantes (CAT, GPX e SOD), niveis de compostos antioxidantes (GSH) no
cérebro e observou que a escopolamina (ESCOP) promove aumento
significativo nos niveis de MDA e diminuigdo da a atividade de CAT, GPx, GSH
(GOVERDHAN et al. 2012; RAHIMZADEGAN e SOODI, 2018).

Outro fator que aproxima o modelo de ESCOP a deméncia é a redugao

da expressao do fator neutréfico derivado do cérebro (BDNF) e do fator de
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transcricdo CREB. Ha uma estreita relagdo entre CREB e BDNF, pois o CREB
através de sucessivas fosforilagdes regula a expressao de BDNF. O BDNF por
sua vez € responsavel pela sobrevivéncia das células nervosas e plasticidade
sinaptica, sendo, portanto, essenciais para os processos de memoria (HAFEZ et
al. 2017). Os mecanismos supracitados compelem a déficits na memoria e
aprendizado de roedores que alteram o desempenho de testes comportamentais
mnema&nicos como labirinto aquatico de Morris (Morris Water Maze — MWM) sem
que haja comprometimento da capacidade locomotora, viabilizando sua
aplicagdo na pesquisa de atividade farmacolégica de novas drogas anti-
deméncia (COZZOLINO et al. 1994; HAIDER et al. 2016).

Dentre a diversidade de plantas com potencial farmacoldgico sobre o SNC
destacam-se as espécies ricas em 6leo essencial (OE), estes apresentam como
principais constituintes os monoterpenos, seisquiterpenos e fenilpropandides.
Essas substancias s&o responsaveis pelas caracteristicas organolépticas e

atividades bioldgicas.
1.5 Oleo essencial de Aniba canelilla

Entre as espécies aromaticas tem-se a Aniba canelilla (HBK) Mez, nativa
da Amazobnia, pertencente a familia Lauraceae, conhecida popularmente como
casca preciosa e canela-cheirosa. Distribui-se amplamente pela regido
amazébnica, com predominio nas regides do leste da Guiana Francesa,
Suriname, Venezuela, Colbmbia até a Amazobnia peruana, raramente encontrada
na América Central (MANHAES et al. 2012) O dleo essencial de Aniba canelilla
(OEAC) ¢é extraido da madeira, galhos, folhas, pedunculo, caule fino e casca por
destilagdo a vapor ou hidrodestilagao, utilizando aparelho tipo Clevenger, seu
rendimento varia de 0,2% a 1,3%. Fatores como periodo chuvoso, maior aporte
de luz e estagio inicial de desenvolvimento dos orgaos vegetais favorecem seu
rendimento (TAVEIRA et al., 2003; GIONGO et al., 2017).

Tanto os extratos quanto o OE da espécie sao utilizados na medicina
tradicional como anti-inflamatéria, antiespasmaodica, no combate da anemia, anti-
disentérica, tratamento de resfriados, tosse, dor de cabecga, nausea, acne,
dermatite, febre, infecgdes variadas, lesdes e estimulante do sistema nervoso
central antidepressivos e calmantes (MAIA et al, 2001; RODRIGUES E
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CARLINI, 2006; SOUSA et al. 2009). O principal constituinte do OEAC ¢é o 1-
nitro-2-feniletano (NFE), derivado nitroso raro em plantas superiores,
responsavel pelo odor marcante semelhante ao da canela. Foi o primeiro
composto nitro isolado de plantas, esta presente também nas espécies Ocofea

odorifera (Lauraceae) e Dennettia tripetala G. Baker (Annonaceae).

A estrutura quimica do NFE possui diéxido de nitrogénio (NO2) disposto
em uma cadeia alifatica ligada a um anel aromatico com propriedades de
ressonancia (Figura 7), a biogénese deriva do aminoacido fenilalanina, através
da producéao de fenilacetaldoxima, dependente de enzimas do citocromo P450.
Outro componente importante do OEAC é o metileugenol (ME; Figura 7), a
porcentagem destas substancias varia de acordo com o clima, no periodo
chuvoso os valores de NFE atingem 95% e ME 18% e no periodo seco 40% e
45% respectivamente. (GOTTLIEB, 1972; MATSUO et al. 1972; TAVEIRA, et al.
2003; MANHAES et al. 2012

Figura 7 _ Principais substancias presentes no 6leo essencial de Aniba

canelilla.
(1) (2)
NO, O—CH,4
H,C—
O
\
CH,4

Legenda: 1-nitro-2-feniletano (1), metileugenol (2). Fonte: Adaptado de Sugimoto et al. (2017),
Sipe et al. (2014).

Aniba canelilla apresenta potencial farmacolégico promissor, OE e seu
constituinte principal possuem comprovadamente atividade antioxidante,
antinociceptiva, hipotensédo, bradicardia, anti-inflamatério, vaso-relaxante,
tripanomicida e inibidor da enzima acetilcolinesterase. Além destas a substancia
isolada também apresentou agdo fungistatica, hipnética, anticonvulsivante e
ansiolitica. Tanto o OE quanto NFE apresentaram boa estabilidade fisico-
quimica e organolépticas em diferentes formulagdes e quando administrados
pelas vias intravenosa, oral, dérmica e efetividade quando administrados por via
oral (OGER et al, 1994; LAHLOU et al., 2005; DA SILVA et al., 2007,
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INTERAMINENSE et al., 2011; INTERAMINENSE et al., 2013 OYEMITAN et al,,
2013; BRITO et al., 2013).

Neste estudo, destaca-se a capacidade de o OEAC e seu composto
principal atuarem sobre a deméncia. Com base nos resultados inibitérios do 6leo
essencial e seu composto principal sobre a enzima AChE in vitro de Silva et al.
2014, somado aos efeito hipndtico, anticonvulsivante e ansiolitico de NFE no
estudo de Oyemitan et al. (2013), observa-se que a substancia atravessa a
barreira hematoencefalica sugerindo, portanto, que ambos possam atuar na
deficiéncia de aprendizado e memodria através da via colinérgica, pois a ACh no
SNC tem papel importante nos processos cognitivos (CHEN et al. 2008). Desta
forma, este estudo tem como objetivo avaliar os efeitos OEAC e NFE na reversao
dos danos causados a memoria e aprendizado induzidos pela escopolamina,

sendo é o primeiro a investigar tais efeitos.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do 6leo essencial de Aniba canelilla e 1-nitro-2-
feniletano na reversédo dos danos causados a memoria e aprendizado induzidos

pela escopolamina.

2.2 Objetivos especificos

+ Obter o dleo essencial de Aniba canelilla através da técnica de
hidrodestilagcao;

+ |dentificar os componentes majoritarios do 6leo essencial de Aniba
canelilla;

» Isolar o composto majoritario do 6leo essencial de Aniba canelilla;

* Investigar os efeitos da administracdo intraperitoneal (i.p.) do déleo
essencial de Aniba canelilla e seu composto majoritario na reversao dos
danos causado a memoria e aprendizado de ratos adultos, previamente
induzidos pela escopolamina, através dos testes de labirinto aquatico de

Morris.
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3. METODOLOGIA

3.1 Processamento do material botanico e obtencdo do dleo

essencial

O material vegetal foi coletado em Ulinépolis, Para, e identificado por
comparagao com exsicata auténtica (MG 174904) registrada no herbario Joao
Murga Pires, do Museu Emilio Goeldi, em Belém (PA). Todo processamento
realizado com o material vegetal para obtencdo de seu OE e do constituinte
principal foi realizado Laboratério de Engenharia de Produtos Naturais sob
orientagdo do Prof. Dr. José Guilherme Maia e colaboragao da Técnica Rafaela

Oliveira Pinheiro.

A parte vegetal utilizada foi madeira do tronco, esse material foi seco e
posteriormente cortado em filete com facdo. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilagdo em processo continuo, com duragado de 3h, utilizando aparelho
de Clevenger modificado acoplado a um sistema de refrigeragdo com
temperatura de 15°C. OEAC foi centrifugado e seco com sulfato de sédio anidro

e refrigerado a 5-10°C.
3.2 Identificagcao dos compostos majoritarios

Para quantificacao dos constituintes, foi realizada analise do OEAC por
cromatografia em fase gasosa com detector de ionizagdo de chamas (CG-DIC)
equipado com coluna capilar DB-5 (30m x 0,25 mm x 0,25um), nitrogénio como
gas de arraste (fluxo de 1,2 mL/min), injegcdo splitless (split flow 20:1)
temperaturas do injetor e detector 250°C e aquecimento da coluna de 60 a 240°C
(variagao de 3°C/min). A analise qualitativa foi realizada nas mesmas condigoes,
usando cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), gas de arraste: Hélio, fonte de ions: 70 eV (impacto eletrénico),
temperatura da fonte de ions e da linha de transferéncia de 200°C. A analise foi
realizada no Museu Emilio Goeldi com a colaboracéo da Prof Dr? Eloisa Helena

de Aguiar Andrade.
3.3 Isolamento do 1-nitro-2-feiletano

Para isolamento do composto majoritario, o OEAC (1,0 g) foi

fracionado em coluna em gel de silica 60 (70 — 230 mesh). A coluna foi eluida
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com misturas de hexano/acetato de etila em ordem crescente de polaridade
variando de 0 a 15% de acetato de etila. As fragbes foram concentradas em
evaporador rotativo e analisadas por cromatografia em camada delgada e CG-
DIC.

3.4 Animais

O projeto foi previamente submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Animais da Universidade Federal do Para (UFPA), de acordo com
as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais.
Foram utilizados Ratos Wistar, machos (n = 50), jovens adultos, 60 dias,
provenientes do Biotério da Universidade Federal do Para (UFPA). Os animais
foram mantidos em condi¢gdes padronizadas de temperatura (22°+ 2°C),
exaustao, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, agua e comida ad libitum. Os
animais foram separados em caixas medindo 41x34x17 cm, em grupos de 5
animais para evitar estresse por isolamento. Os experimentos foram realizados
em salas com lampadas fluorescentes para iluminagao (12lux) no Laboratério de
Farmacologia da Inflamagao e do Comportamento da Faculdade de Farmacia da
UFPA.

3.3 Grupos experimentais e tratamento

O estudo consistiu em investigar se o OEAC e NFE revertem o dano de
memoria e aprendizado induzido por escopolamina em ratos machos. Para
avaliar tal efeito, os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos com

n= 10 animais por grupo:

. CONTROLE;

II. ESCOP;
. ESCOP + OEAC;
IV. ESCOP + DNPZ
V. ESCOP + NFE.
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O experimento foi dividido em duas fases:
3.4.1 Fase do dano:

Essa fase consistiu em causar danos a memodria e aprendizado dos
roedores. Foi administrada via i.p. 1 mg/kg de ESCOP por 7 dias consecutivos
(1° ao 7° dia) nos grupos I, 11, IV e V. O grupo |, que corresponde ao controle
basal recebeu somente o veiculo (solugédo salina). Este protocolo e a dose da
escopolamina foram baseados nos estudos de Haider et al. (2016) e
Rahimzadegan et al. (2018).

3.4.2 Fase reversao do dano:

A segunda fase consistiu em avaliar o efeito do éleo essencial na reversao
do dano causado pela escopolamina (8° ao 12° dia). Cada grupo recebeu o

seguinte tratamento:

.  CONTROLE: Solugao salina (i.p.);
lI. ESCOP: Solugao salina (i.p.);
lll.  ESCOP + OEAC: dose que correspondesse a 5mg/ kg de 1-nitro-2-
feniletano no dleo essencial de A. canelilla (i.p.),
IV. ESCOP + DNPZ: 1 mg/kg de donepezila (oral).
V. ESCOP + NFE: 5mg/ kg de 1-nitro-2-feniletano (i.p.);

A dose do OEAC foi baseada no estudo de Oyemitan et al. (2013), no qual
se observou que 1-nitro-2-feniletano, principal constituinte do OEAC, possui
efeito hipnético em doses de 100 mg/kg e efeito ansiolitico em 5 mg/kg. Para
evitar hipnose foi utilizada dose do 6leo essencial inferiores a 100 mg/kg de 1-
nitro-2-feniletano, mas em quantidade que mostrou efeito sobre o sistema
nervoso central. Sendo assim, foi escolhida uma dose do 6leo equivalente a 5
mg/kg de 1-nitro-2-feniletano, calculada com base na % de 1-nitro-2-feniletano.
Como controle positivo foi utilizado donepezila (DNPZ) 1 mg/kg (Qu et al. 2017).
Apods 30 minutos das administracdes, os animais foram submetidos as analises

comportamentais (Figura 8).
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Figura 8 _ Esquema de tratamento dos grupos.
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Legenda: Esquema de tratamento dos grupos. Fase do dano: dia 1 ao dia 7; Fase da reversao
do dano: Dia 8 ao dia 14.

3.5 Analise comportamental
3.5.1 Teste de labirinto aquatico de Morris (Morris Water Maze, MWM)

O teste de Morris Water Maze (MWM) consiste em um labirinto de agua
composto por um tanque circular (183 cm de didametro e 58 cm de altura) com
uma plataforma oculta (Figura 9). O tanque foi preenchido com agua e corante
preto, ndo toéxico soluvel e temperatura ajustada para 20 °C £ 1 ° C, dividido em
quatro quadrantes iguais. Uma plataforma transparente (4 cm de didmetro e 18
cm de altura) foi colocada no centro de um dos quatro quadrantes da piscina e
submersa 2 cm abaixo da superficie da agua, de modo que fique invisivel na
superficie. A posi¢ao da plataforma para escape permaneceu inalterada ao longo

do experimento.

Do 8° dia ao 11° dia os ratos foram submetidos a uma sess&o de
treinamento consistindo em quatro tentativas, cada uma partindo de um
quadrante diferente e com tempo maximo de 60 segundos. O animal que nao
conseguiu localizar a plataforma dentro de um tempo maximo de 60 s, foi

colocado suavemente na plataforma e permaneceu nela por 15 s. As laténcias
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de escape (LE) foram registradas e a média calculada para cada animal. Apds
os 4 dias consecutivos de treinamento foi aplicado o teste (no 12° dia), no qual a
plataforma de escape foi removida do tanque e permitido o animal explorar por
um tempo de 60 s. O tempo gasto no quadrante-alvo (qQue anteriormente continha
a plataforma oculta) e trajetoria de nado foi monitorada usando um sistema de
rastreamento de video (ANY-maze). O protocolo experimental foi baseado em
Morris (1982) e Malik et al. (2017).

3.6 Analise estatistica

Os resultados do estudo comportamental do teste de MWM foram
expressos como a média = erro padrdo e analisados no teste estatistico de
normalidade Shapiro-Wilk e comparados usando ANOVA de uma via com
medidas repetidas para os dados do treino, e ANOVA de uma via sem medidas
repetidas para os dados do teste, seguidos pelo post hoc de Bonferroni e de

Tukey quando necessario. Nivel de significancia de p<0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 Principais constituintes do OEAC

A partir da analise quimica do OEAC realizada por CG-EM, identificou-se
como constituintes majoritarios dois fenilpropandides: NFE (76.2%) e
metileugenol (19.62%).

Figura 9 _ Cromatograma do Oleo essencial de A. caneilla.
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Tabela 1 _ composicado quimica do 6leo essencial de A. canellila

IR %
1138 | Benzeneacetonitrile 0.25
1290 | Safrole 0.39
1311 | Phenyl ethane<1-nitro-2-> 76.57
1334 | Phenyl-4-methyl pentan-3-one<1-> 0.04
1359 | Eugenol 1.0
1410 | Methyl eugenol 19.8
1628 | Dill apiole 0.06
1638 | Eudesmol<gamma-> 0.04
1661 | Pogostol 1.85

4.2 Fracionamento e identificagdo do composto isolado

No fracionamento do OEAC e monitoramento por CCD foram obtidas 3
fracdes. Estas foram enviadas para o Museu Emilio Goeldi para identificagao por
comparacao de seu espectro de massa e indice de retencdo com o obtido na
identificacdo do 6leo essencial de origem, usando CG-EM. O 1-nitro-2-feniletano
(99,43%) foi obtido na fragao 1.
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Figura 10 _ Cromatograma da fragdo 1.
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Tabela 2 _ composigado quimica da fragao 1.

IR %
1283 | safrole 0.19
1302 | Phenyl ethane<1-nitro-2-> 99.43
1394 | Tetradecane 0.26
1595 | Hexadecane 0.12

4.3 Teste do labirinto aquatico de Morris

Na avaliagcdo de aprendizado e melhoria de memodria do OEAC e NFE
foram registrados a LE para cada grupo durante os quatro dias da sessao de
treinos de MWM (8°, 9°, 10° e 11° dia) como mostra a Figura 11. O grupo basal
apresentou reducéo significativa na LE no primeiro dia de treino em relagcéo ao
segundo, terceiro e quarto dia. Efeito semelhante foi observado no grupo tratado
com ESCOP. O grupo tratado com OEAC apresentou diferenga significativa na
LE no primeiro dia de treino em relacdo ao terceiro e quarto dia,
semelhantemente foi observado no grupo que recebeu DNPZ. Os animais
tratados com NFE apresentaram diferenga significativa na LE no dia primeiro em
relacdo ao segundo, terceiro e quarto dia. E possivel observar um efeito
significativo no desempenho dos animais ao longo das sessdes de treino com
diminui¢ao gradual e significativa na LE em todos os grupos durante os 4 dias.
Esse resultado demonstra que houve aprendizado ao longo da sessao de treinos

por todos os grupos avaliados

O grupo tratado com ESCOP levou mais tempo para encontrar a
plataforma em relacdo aos demais grupos no dia 1 e dia 2, com diferenca

significativa de p<0,05. No dia 1 observou-se também diferenga entre o grupo




35

OEAC e controle. No dia 3 e 4 nao houve diferencga significativa entre os grupos.
Nota-se que os animais do grupo controle do dano (SCOP) tiveram prejuizo na
aprendizagem apresentando retardo em relagdo ao grupo basal e aos demais,
além disso verifica-se que os grupos OEAC e NFE apresentaram bom

desempenho semelhante ao grupo basal.

Figura 11 _ Efeito do OEAC e NFE sobre a laténcia de escape (LE).
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Legenda: As barras verticais representam a média + E.P.M. da laténcia, em segundos, gasta
pelos animais para encontrar a plataforma submersa. *p<0.05 e *** p<0,001 em comparagio
com o grupo controle; # p< 0,05 e ### p<0,001 em comparagdo com 0 grupo escopolamina.

Para o teste de sonda, os parametros analisados foram distancia total
percorrida e tempo no quadrante-alvo. Em relacdo a distancia total percorrida
(Figura 12), o grupo CONTROLE, OEAC, DNPZ e NFE apresentaram o mesmo
desempenho, ou seja, ndo houve diferenga significativa entre eles. O grupo
ESCOP percorreu uma distancia maior em relagao aos demais (p<0,05). Esses
resultados apontam para um prejuizo da recuperagcdo da memoria construida ao
longo dos treinos pelo grupo ESCOP, demonstram também melhoria de memaria
promovida pelo grupo OEAC, DNPZ e NFE ao apresentar desempenho

semelhante ao basal.
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Figura 12 _ Distancia total percorrida no teste MWM

Distancia percorrida

20000+
£ *k %k 3 CONTROLE

© | H#H# iy i Bl ESCOP

g 15000 i BB ESCOP+OLEO
8 —— ESCOP+DNPZ
g 100001 @ ESCOP+NFE
©

€ 5000

t"g

)

° %

Legenda: As barras verticais representam a média + E.P.M. da distancia total percorrida pelos
animais durante o teste de sonda. ***p<0.001 em comparagao ao grupo de controle; ## p<0,01
em comparagao ao grupo escopolamina.

Quanto ao tempo no quadrante-alvo (Figura 13), o grupo CONTROLE,
OEAC, DNPZ e NFE apresentaram o mesmo comportamento, gastando mais
tempo no quadrante que durante a sessdo de treinos continha a plataforma. Ja
o grupo ESCOP foi 0 que passou menos tempo no quadrante-alvo com diferencga
estatistica de p<0,05. Esses resultados, semelhante ao parametro da distancia
total percorrida, demostram que apesar da ESCOP prejudicar a evocacgéo de
memoria, O OEAC, DNPZ e NFE puderam reverter tal prejuizo, igualando tais
grupos a comportamento e desempenho semelhante ao dos animais do grupo

controle basal.

Figura 13 _Tempo no quadrante alvo no teste MWM.
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Legenda: As barras verticais representam a média + E.P.M. do tempo, em segundos, que os
animais permaneceram no quadrante-alvo, o qual durante a fase de treinos continha a
plataforma. *p<0.05 em comparagdo com o grupo de controle; # p< 0,05 e ## p<0,01 em

comparagao com o grupo escopolamina.
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5. Discussao

A Aniba canelilla € uma planta amazbnica amplamente utilizada na
medicina tradicional para disturbios digestivos, respiratérios, inflamatorios,
dolorosos e do sistema nervoso central. Esta espécie € produtora de OE
constituido principalmente por fenilpropandides, em destaque o NFE (76.2%) e
ME (19.62%). O OEAC pode ser extraido a partir de diferentes partes da planta
como madeira do tronco, galhos, folhas, caules finos e cascas, resultando em
variacdo quanto ao rendimento e percentual dos seus constituintes principais
(SOUZA-JUNIOR et al.,, 2020). De acordo com Manhaes et al. (2012) a
composigao fitoquimica e rendimento do OEAC também variam de acordo com
o clima, incidéncia solar, umidade e o tipo de solo. Durante periodo chuvoso, ha
maior concentragcdo de NFE com porcentagem de 95%, enquanto o metileugenol
fica em torno de 18%. No periodo seco ha desfavorecimento na concentragao
de NFE (aproximadamente 40%) e aumento na concentragdo de ME que pode
atingir 45%.

Os resultados da analise fitoquimica deste estudo, corroboram com os
dados na literatura, sendo identificados os dois componentes maijoritarios (O
NFE com 99,43% e ME 18,8%), observa-se que a parte da planta utilizada,
madeira do tronco, favoreceu a obtencdo de uma alta concentragcdo de NFE e
um bom rendimento do OEAC. O NFE como constituinte majoritario confere ao
o0leo um gama de atividades biolégicas ja comprovadas como antinociceptiva,
antiinflamatéria, cardio-moduladora, hipotensora por mecanismos
vasorrelaxantes, hipnética, ansiolitica, anticolinesterasica e antibiotica. (MAIA et
al., 2001; DE FILIPPS et al., 2004; SOUSA et al., 2009; MANHAES et al., 2012;
SILVA et al., 2014; SOUZA-JUNIOR et al. 2020).

Com base na atividade inibitéria sobre a enzima AChE do OEAC e NFE,
o presente trabalho destaca o potencial de atuarem nas vias colinérgicas centrais
relacionadas a atividade cognitiva, através do modelo de dano de memodria
causado pela escopolamina. A escopolamina causa déficits cognitivos, sendo
amplamente usada como modelo experimental de DA em estudos pré-clinicos e
clinicos envolvendo voluntarios jovens saudaveis e roedores. Admite-se que o
principal mecanismo induzido pela escopolamina € o bloqueio dos receptores

muscarinicos, mas também ¢é observado efeitos residuais apés um periodo de
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administracdo. Acredita-se que esses efeitos resultem do aumento da atividade
AchE, indugao de estresse oxidativo, apoptose, respostas inflamatorias no tecido
cerebral e diminuicdo de BDNF persistente (LENZ et al. 2012; SILVA et al., 2014;
HAIDER et al. 2016 e RAHIMZADEGAN et al. 2018).

A escopolamina foi administrada por sete dias consecutivos
(RAHIMZADEGAN et al. 2018) para causar um dano de memoria e
posteriormente verificar se o OEAC e NFE revertem o dano cognitivo. Para tanto,
aplicou-se o teste MWM (MORRIS 1984), considerado uma boa ferramenta para
analisar aprendizagem espacial, memdéria dependente do hipocampo e detectar
sistemas colinérgicos centrais. Entre os parametros utilizados para analise
mnemonica tem-se LE, tempo que os animais levam para encontrarem a
plataforma submersa no quadrante-alvo, com este parametro € possivel
observar a aprendizagem e memoaria, pois ao longo das sessodes de treinos os
animais tendem a apresentar reduc¢ao na LE, ou seja, levam menos tempo para
encontrar a plataforma, isto representa aquisicdo e evocagdo da memoria
(HAIDER et al. 2016 e RAHIMZADEGAN et al. 2018).

No presente estudo observa-se que houve aprendizado e consequentemente
aquisicdo de memoaria pelos animais durante as sessdes de treino, pois estes
tiveram reducao na LE. Entretanto, € possivel notar que a escopolamina afeta
de forma significativa a aquisicado de memoaria, no dia 1 e 2 o grupo ESCOP teve
maior LE em relagdo ao grupo controle basal e aos grupos OEAC, DNPZ e NFE.
Nos dias 3 e 4 nao houve diferenga significativa entre os grupos. Esses
resultados demonstram dano causado pela escopolamina e que este ndo impede
totalmente o aprendizado, mas causa prejuizo que pdde ser superado pela
quantidade de treinos que cada grupo recebeu. Avaliando a LE dos grupos
OEAC, DNPZ e NFE pode-se notar que estes revertem o dano no aprendizado
causado pela escopolamina, pois obtiveram desempenho igual ou superior ao

grupo controle.

Apo6s 24h do ultimo dia de treino, realizou-se o teste de sonda, no qual
verificou-se também o aprendizado e principalmente a memdria de longa
duragado a partir dos parametros: distancia total percorrida e tempo que cada
animal ficou no quadrante-alvo. Os resultados mostram que o antagonista dos

receptores muscarinicos, ESCOP, prejudicou aprendizagem espacial e a
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memoria de longa duragado, pois os animais deste grupo apresentaram uma
trajetoria de nado maior e tempo no quadrante alvo reduzido em relagao ao grupo
tratado com solucgéo salina. Os grupos OEAC, DNPZ e NFE mostaram um claro
efeito benéfico sobre o déficit ocasionado previamente pela ESCOP, pois
apresentaram menor trajeto de nado e maior tempo no quadrante alvo (MORRIS,
1982; KIM et al. 2017 e 2018).

Estudos farmacolégicos revelam que o0s receptores colinérgicos
muscarinicos participam macigamente dos processos cognitivos, ao passo que
as drogas que estimulam a transmissdao de ACh apresentam melhora da
cognicdo. De acordo com Silva et al. (2014) o OEAC e o NFE sao fortes
inibidores da AChE, enquanto o ME, segundo maior componente do OEAC, nao
inibe tal enzima. Sendo assim, estes resultados juntamente com a literatura
disponivel evidenciam que o OEAC e NFE atuam sobre memoria promovendo
melhoramento cognitivo por meio da inibigado de AchE e consequente aumento
de ACh na fenda sinaptica, favorecendo vias colinérgicas no neocortex e no
hipocampo (FRANCIS et al. 1993; CHEN et al. 2008; JAMALI-RAEUFY et al.
2011; KIM et al. 2018). Mesmo com equivaléncia nos resultados obtidos em
relagdo ao OEAC e a substancia pura, vale ressaltar a importancia do isolamento
do NFE pois, o ME é considerado cancerigeno e genotoxico (GROH et al. 2016),
dessa forma o uso do NFE puro garante maior controle toxicolégico e evita

exposicao ao ME.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados comportamentais do presente estudo, é possivel
concluir que o OEAC e seu constituinte principal NFE atuam sobre a memoria
revertendo dano cognitivo causado pelo antagonista muscarinico ESCOP,
administrada por 7 dias consecutivos. Conclui-se tal efeito benéfico observado
no OEAC esta intrinsecamente relacionado ao NFE, sendo o responsavel por
atuar inibindo a enzima AChE, favorecendo o aumento de ACh no SNC
reforcando as vias colinérgicas relacionadas da memoaria. Este trabalho abre
possibilidade para investigar outros mecanismos adjacentes bem como explorar

o potencial antioxidante e anti-inflamatorio da espécie a nivel de SNC.
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