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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOS CENTRAIS DA ADMINISTRACAO
AGUDA DO OLEO ESSENCIAL DAS FOLHAS DE Hyptis martiusii Benth
E SEU COMPOSTO MAJORITARIO - 1,8-CIENOL — EM
CAMUNDONGOS

Varias plantas medicinais no Brasil sdo usadas no tratamento de ansiedade, insonia e
humor deprimido. Em meio a uma grande biodiversidade presente neste pais, encontra-
se a familia Lamiaceae, um grupo detentor de um importante valor econémico por ser
fonte de 6leos essenciais aromaticos, por suas propriedades bioldgicas e por seu valor na
cosmética industrial. E composta por aproximadamente 258 géneros e 6970 espécies. Um
importante integrante deste grupo é o género Hyptis, composto por 775 espécies. Na
regido do sul do Ceard, na Chapada do Araripe, Hyptis martiusii Benth é conhecida
popularmente como cidreira brava ou cidreira do mato. Ela ainda possui relativa escassez
de relatos farmacoldgicos e toxicologicos. Sendo assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar os efeitos centrais da administracdo aguda do 6leo essencial de Hyptis
martiusii Benth (OEHM) em camundongos. A andlise da composi¢do do 6leo essencial
de OEHM indicou a presenca de terpenos (mono e sesquiterpenos). O OEHM apresentou
toxicidade in vivo e dose letal média de 2000 mg/Kg, quando administrado
intraperitonealmente. No teste hipocratico o 6leo apresentou importante efeito depressor
do SNC. No teste do campo aberto o efeito depressor do éleo foi confirmado, assim como
0 de seu composto majoritario, ao reduzir significativamente o nimero de cruzamentos,
de grooming e rearing. Nao foi observado efeito miorrelaxante quando testado no Rota
Rod. No teste do Labirinto em Cruz Elevado néo foi percebido efeito ansiolitico tanto do
6leo, quanto do 1,8-cineol. No teste de sono barbiturico o OEHM e o 1,8-cineol
apresentaram efeito hipnético ao diminuir a laténcia do sono e aumentar a duracdo do
mesmo em animais pré-tratados. No teste de sono com éter, 0 OEHM também aumentou
a duracdo do sono induzido por éter etilico, sugerindo que a droga ndo interfere no
metabolismo hepético do pentobarbital. O efeito depressor e neuroprotetor do OEHM e
de seu composto majoritario também foi observado em modelo de convulsées induzidas
por pentilenotetrazol ao aumentar a laténcia para a primeira convulséo e prolongar o
tempo de morte dos animais pré-tratados com esses 0s compostos citados. Eles ainda
potencializaram o efeito cataléptico do haloperidol e antagonizaram a hipercinesia por
cetamina sugerindo um efeito semelhante aos antipsicoticos tipicos. Estes resultados
indicam um possivel efeito central do OEHM e do 1,8-cineol, entretanto, faz-se
necessario novos estudos a fim de se determinar os possiveis efeitos e mecanismo de agéo.

Palavras-chaves: Hyptis martiusii, terpenos, sedacdo, anticonvulsivante, esquizofrenia,
antipsicatico.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE CENTRAL EFFECTS OF ACUTE ADMINISTRATION
OF ESSENTIAL OIL OF LEAVES Hyptis martiusii Benth AND ITS
COMPOSITE MAJORITY -1,8-CIENOLE - IN MICE

Several medicinal plants in Brazil are used to treat anxiety, insomnia and depressed mood.
In the midst of a large biodiversity present in this country, is the Lamiaceae family, a
holder group of an important economic value because it is a source of aromatic essential
oils, for their biological properties and their value in industrial cosmetics. It’s composed
approximately 258 genera and 6970 species. An important member of this group is the
genus Hyptis, comprising 775 species. In the southern region of Ceard, in the Araripe
Hyptis martiusii Benth is commonly known as mad balm or lemon bush. She still has a
relative paucity of pharmacological and toxicological reports. Therefore, this study aimed
to evaluate the central effects of acute administration of the essential oil of Hyptis
martiusii Benth (EOHM) in mice. Analysis of the essential oil composition of EOHM
indicated the presence of terpenes (mono- and sesquiterpenes). The EOHM presented in
vivo toxicity and median lethal dose of 2000 mg / Kg when administered
intraperitoneally. The Hippocratic test the oil showed significant CNS depressant effect.
In the open field test depressor effect of the oil was confirmed by significantly reducing
the number of crossings, grooming and rearing. Relaxant effect was not observed when
tested in Rota Rod test. Elevated Plus Maze was not perceived anxiolytic effect of oil and
1,8-cineole. Inthe barbiturate sleep test showed EOHM and 1,8-cineole hypnotics effects
to decrease sleep latency and increase the duration of the pre-treated animals. In the sleep
test with ether, it also increased the duration of sleep induced by ethyl ether, suggesting
that the drug does not interfere in the hepatic metabolism of pentobarbital. The depressant
effect and neuroprotective of EOHM and your majority compound were also observed in
induced by pentylenetetrazol to increase the latency for the first seizure and prolong the
time of death of the pre-treated these compounds mentioned. They potentiated the
cataleptic effect of haloperidol and antagonized the hyperkinesia by ketamine suggesting
an effect similar to typicals antipsychotics. These results suggest a possible central effect
of EOHM and of 1,8-cineole, however it is necessary to further studies in order to
determine their possible effect and mechanism of action.

Keywords: Hyptis martiusii, terpenes, sedation, neuroprotective, schizophrenia,
antipsychotic.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € uma pratica milenar que foi descoberta pelo homem,
na busca por alimentos, e que sé depois foi aplicada empiricamente para o tratamento de
patologias (WAGNER; WISENAUER, 2006).

Na maioria das sociedades da antiguidade os materiais vegetais eram consumidos
com propositos terapéuticos e condimentares. A civilizagdo egipcia € considerada a
primeira a usar produtos naturais que hoje ja se tem comprovacao de suas propriedades
medicinais (HALBERSTEIN, 2005).

A necessidade de dados seguros sobre a aplicacdo dos 6leos e extratos de plantas
em terapias naturais e a necessidade de pesquisas no campo de aplicacdo dos derivados
de plantas, foram motivos que desencadearam o desenvolvimento de muitos estudos nesta
area do conhecimento cientifico (NASCIMENTO et al., 2007).

A pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e tem um carater
multidisciplinar, principalmente quando o intuito da pesquisa € a busca por compostos
ativos Uteis para a terapéutica. Nessas pesquisas, a selecdo da espécie a ser estudada deve
levar em consideracao a indicacédo popular de uso medicinal e o trabalho conjunto de uma
equipe que possa imprimir um esforco comum na identificacdo da espécie, no isolamento
de compostos, na identificacdo das substancias ativas, na escolha e execucdo dos ensaios
farmacolégicos (BRITO, 1996).

Existem hoje no planeta de 250 a 500 mil espécies de plantas. O Brasil entra neste
contexto como detentor da maior biodiversidade do mundo, representando mais de 20%
do nimero total de espécies conhecidas (SILVA; FERNANDES, 2010). Esses vegetais
sdo cultivados para fins comerciais, para 0 consumo interno e para exportacdo (JUNIOR,
2003).

A utilizacdo de plantas medicinais e de medicamentos fitoterapicos, que estava
em processo de crescimento desde os anos sessenta do século passado, apés ter sofrido
uma grande transformacdo com o crescente uso do medicamento sintético, passou a ser
considerado como uma terap@utica pertinente a ser adotada nos servicos do Sistema Unico
de Salde - SUS (FIGUEREDO, 2013).

Analisando em um contexto local, a regido do Cariri, esta situada ao Sul do Estado
do Ceard, tem sua geografia marcada pela Chapada do Araripe, com uma regido de

protecdo ambiental e uma floresta nacional. Esta Gltima compreende uma cobertura
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vegetal que envolve areas de cerrado, cerraddo, caatinga, carrasco e mata Umida (DA
SILVA AUGUSTO; GOES, 2007).

Em meio a esta grande biodiversidade, é possivel encontrar o uso de inumeras
plantas com a finalidade de cura e aplicacdo na terapéutica de muitas patologias. Dentre
as espécies vegetais usadas pelas comunidades da Chapada do Araripe, evidencia-se a
cidreira-brava (Hyptis martiusii Benth), espécie pertencente ao género Hyptis e familia
Lamiaceae. Ja existem relatos cientificos relevantes sobre os efeitos farmacoldgicos desta
especie, a qual é dotada de acdo anti-inflamatéria (RAMOS, 2014), antiulcerogénica
(CALDAS et al., 2011) e antimicrobiana (COUTINHO et al., 2008; COUTINHO et al.,
2010).

1.1 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Investigacdes quimicas e farmacolégicas de espécies de Hyptis indicam a presenca
de importantes compostos bioativos. Em decorréncia do estudo de Bueno e colaboradores
(2006) que evidenciaram a atividade antidepressiva do extrato aquoso das folhas de
Hyptis pectinata Poit., assim como no trabalho de Bum et al., 2009 que evidenciaram
atividade anticonvulsivante com o extrato aquoso das folhas de Hyptis spicigera Lam.,
levantou-se a hipotese de que outras espécies do género poderiam ser detentoras de efeito
farmacoldgico sobre o sistema nervoso central.

Neste contexto, Hyptis martiusii Benth, um membro da familia Lamiaceae, é uma
espécie ainda pouco estudada do ponto de vista de seus efeitos farmacoldgicos sobre o
SNC. Dessa forma, é importante que mais estudos na area da quimica e da
psicofarmacologia sejam realizados com o intuito de identificar metabolitos secundarios
potencialmente ativos, que sejam Uteis no tratamento de desordens psiquiatricas
(ansiedade e esquizofrenia) e distdrbios do sono. E importante também que tais estudos
avaliem a seguranca do produto vegetal, a fim de identificar possiveis sinais de
toxicidade. Neste contexto, o presente trabalho propde identificar e caracterizar os
possiveis efeitos centrais decorrentes da administragdo aguda do 6leo essencial de Hyptis
martiusii Benth. Com isso, espera-se que 0s conhecimentos aqui levantados sejam
relevantes e que venham a contribuir para um melhor conhecimento acerca das

potencialidades terapéuticas do 6leo extraido desta planta.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1  FAMILIA LAMIACEAE

Esta familia tem uma ampla distribuicdo mundial, sendo mais frequentes nas
regides mediterraneas, no Oriente Médio e nas montanhas tropicais. A familia Lamiaceae
é composta por aproximadamente 258 géneros e 6970 espécies, incluindo ervas, arbustos
e arvores (JUDD et al., 2002). O Brasil € detentor de 26 géneros e 350 espécies (SOUSA;
LORENZI, 2005).

Essa familia possui um importante valor econdmico por ser fonte de 6leos
essenciais aromaticos (MENEZES, 1994). A constituicdo quimica das espécies desta
Familia é muito diversificada com grande variedade de compostos como flavonoides,
latonas, ligninas, derivados fendlicos e alguns acidos graxos (RAMOS, 2014).

Estudos feitos em diversas espécies desta familia tém relatado que seus
metabolitos apresentam atividade antioxidante (ZHENG; WANG, 2001; CAPECKA, et
al., 2005; BOZIN et al., 2006; MATKOWSKI; PIOTROWSKA, 2006; KIVILOMPOLO;
HYOTYLAINEN, 2007; PEREIRA; MAIA, 2007), antimicrobiana (BOZIN et al., 2006),
inseticida e acaricida (CALMASUR et al., 2006).

Dentre as propriedades citadas anteriormente, a antioxidante € uma caracteristica
importante dos integrantes desta familia. A esta atividade estdo relacionadas o0s
compostos fendlicos como o 4cido rosmarinico e &cido caféico, presentes no alecrim
(CHEN et al., 1992), na salvia (CUVELIER et al., 1994; EXARCHOU et al., 2002;
PIZZALE et al., 2002) e no orégano (KIKUZAKI; NAKATANI, 1989; EXARCHOU et
al., 2002); carnosol, rosmanol, &cido carnosico, acido 12-metilcarnosico, metilcarnosol,
metilcarnosato, epirorosmanol, rosmadial e catequina no alecrim (CHEN et al., 1992) e
na salvia (CUVELIER et al., 1994; EXARCHOU et al., 2002; MIURA et al., 2002;
PIZZALE et al., 2002), luteolina e acido p-coumarico na salvia, no tomilho (SAMEJIMA
et al., 1995) e no orégano (KULEVANOVA et al., 2001; SKERGET et al., 2005), além
do carvacrol, timol e p-cimeno no orégano e (PIZZALE et al., 2002) e tomilho
(ASLLANI; TOSKA, 2003; TOMAINO et al., 2005). Em adicéo, foi identificada no
alecrim, a rosmariquinona (HOULIHAN et al., 1985).

O género Thymus sp. (os tomilhos), é utilizado devido as suas propriedades

aromaticas, condimentares e medicinais. A sua caracteristica medicinal esta relacionada
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as atividades antiséptica, anti-espasmddica, expectorante, antioxidante, entre outras.
Estas atividades se devem essencialmente aos Oleos essenciais ricos em fenois
(SALGUEIRO, 2006).

A Aegiphila sellowiana Cham., outra Lamiaceae foi avaliada por Ferreira et al.
(2010) pelo seu potencial antimicrobiano. Esta espécie é conhecida popularmente como
Tamanqueira. E uma espécie arbdrea que ocorre comumente na América Latina, com
mais frequéncia no Brasil, onde ¢ bastante utilizada na medicina popular como um agente
antiinflamatdrio e também como antidoto para veneno de cobra. Entretanto, ndo existem
estudos fitoquimicos ou farmacologicos anteriores que comprovem a sua eficacia. O
extrato etanolico das folhas desta espécie demonstrou atividade antibacteriana contra
Streptococcus salivarius, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis (ATCC 49456) e
Streptococcus sanguinis.

Outro representante bastante significante neste grupo de plantas € o género Hyptis,
no qual as espécies que o integram apresentam vérias atividades farmacoldgicas e

peculiaridades que serdo estudadas no topico posterior.

2.2  GENERO HYPTIS

O termo “hyptios” (retroflexo) faz alusdo ao lobo mediano do labio inferior da
corola, em forma de saco, articulado na base, que se torna deflexo ap6s a polinizacdo. O
género é composto por ervas, subarbustos, arbustos ou raramente arvores pequenas. Os
caules geralmente sdo quadrangulares, as folhas opostas, simples ou mais raramente
partidas, pecioladas ou sésseis ou curtamente pedunculadas, contendo substancias
aromaticas. O género Hyptis é composto por cerca de 775 espécies (MCNEIL et al.,
2011), exclusivamente neotropicais, distribuidas desde o sul dos Estados Unidos e Caribe
até a Argentina, excluindo-se somente o extremo sul. Algumas espécies invasoras sao
bem estabelecidas na Asia, Africa e norte da Austrélia. O centro da diversidade do género
se encontra nos campos cerrados do Brasil Central, mais especificamente nos estados de
Minas Gerais, Bahia e Goias (BORDIGNON, 1990).

Neste contexto, vale ressaltar sua grande importancia econdmica devido a
presenca de Oleos essenciais obtidos de grande variedade das espécies deste género,
possuindo em sua composi¢do varios compostos terpendides, responsaveis por grande
parte das suas atividades bioldgicas (FALCAO; MENEZES, 2003). Das plantas deste
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género ja se tem relatos de sua acdo farmacoldgica, tendo sido encontrado o efeito
antimicrobiano (IWU, et al., 1990) e hepatoprotetora (LIMA et al., 2012).

O género também apresenta significativa relevancia etnofarmacoldgica. As
populacdes que utilizam estas plantas com fins medicinais ndo ficam compreendidas s6
no Brasil (BARBOSA; RAMOS, 1992), mas também na China (LEE et al., 1988), Caribe,
Equador, Tailandia (ALMTORP et al., 1991), México (PEREDA-MIRANDA;
GASCON-FIGUEROSA, 1988; PEREDA-MIRANDA; DELGADO, 1990; ROJAS et
al., 1992; NOVELO et al., 1993; PEREDA-MIRANDA et al., 1993; KUHNT et al.,
1994; VEGA-CARRILLO et al., 1997) Panama (GUPTA et al., 1996), norte da Nigéria
(ONAYADE et al., 1990) e em muitas outras localidades.

E importante ressaltar que muitas espécies desse género ainda ndo possuem relatos
de seu uso popular, assim como a comprovacao cientifica daquelas que ja se tem relatos
etnofarmacoldgicos. Dessa forma foi realizado um levantamento acerca do uso medicinal
de espécies de Hyptis, enfatizando a acdo farmacoldgica, o tipo de material vegetal
utilizado, compostos isolados e parte da planta que foi utilizada.



As tabelas a seguir apresentam um panorama geral dos estudos realizados com diversas espécies do género Hyptis. Tais como: (Hyptis fructicosa;

Hyptis pectinata; Hyptis suaveolens ; P. edulis; Hyptis rhomboidea Mart. et Gal.; Hyptis brevipes Poit.; Hyptis incana; Hyptis calida Mart. Ex

Benth; Hyptis martiusii Benth), englobando a a¢éo farmacologica, tipo de material extraido, compostos isolados e parte da planta que foi utilizada.

TABELA 2.2.1: Atividade antimicrobiana

Espécie

Material vegetal

Tipo de material extraido

Acdo farmacologica

Principais compostos Referéncia

Hyptis suaveolens

Toda a planta seca

Extrato hexanico

Atividade antimicrobiana

Acido isosuavedlico Prawatsri et
Acido - 8a, 9a- poxisuavedlico al., 2013

14- O - 4cido methilsuavedlico

Hyptis suaveolens Folhas Oleo essencial Atividade antimicrobiana 1,8 - cineol (10.33%), Xuetal.,
(Linn.) Poit. (-) - isocariofileno (9.92%), 2013
cariofileno (16.17%).
Hyptis rhomboidea Folhas Oleo essencial Atividade antimicrobiana (-) - isocariofileno (7.48%), Xuetal.,
Mart. et Gal. (-) - b -cadinene (7.11%), 2013
Butil - hidroxetolueno(29.90%)
Hyptis brevipes Poit. Folhas Oleo essencial Atividade antimicrobiana Cariofileno (9.72%), Xuetal.,
Metil-eugenol (11.46%), 2013
3 - alilguaiacol (62.67%)
Hyptis martiusii Folhas Extrato etandlico Atividade antimicrobiana - Coutinho et
Benth al., 2010
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Hyptis martiusii Folhas Extrato etandlico Atividade antimicrobiana - Coutinho et
Benth al., 2009
Hyptis pectinata Folhas Oleo essencial Atividade antimicrobiana Oxido Cariofileno (28.00%)  Nascimento
B - Cariofileno (28.34%) et al., 2008
Hyptis sidifolia Folhas Extrato aquoso Atividade antimicrobiana - Bussmanna
(L 'Her.) Briq. etal., 2010
Hyptis pectinata Folhas Oleo essencial Atividade antimicrobiana B-cariofileno; éxido de Santos et
Poit. cariofileno; calamusenone al., 2008
Hyptis suaveolens Partes aéreas Oleo essencial Atividade antimicrobiana  Sabineno, a-terpinoleno, 1,8 —  Nantitanon
Poit. cineol, B-cariofileno et al., 2007
Hyptis fasciculata Folhas Extrato cloroférmico e Atividade antimicrobiana Cirsilineol Isobe et al.,
metanolico Cirsimaritin 2006

TABELA 2.2.2: Atividade antifungica
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Espécie

Material vegetal

Tipo de material extraido

Acédo farmacologica

Principais compostos  Referéncia

Hyptis suaveolens (L.)

Folhas

Oleo essencial

Atividade antifangica

Eucaliptol (47.64 %), Moreira et al., 2010
v -elemeno (8.15 %),

B-pineno (6.55 %),
(+)--careno (5.16%),

trans-beta-cariofileno
(4.69 %), germancreno
(4.86 %).

Hyptis suaveolens

Planta

Extrato etanolico

Atividade antifangica

- Mbatchou et al., 2010

Hyptis mutabilis

Folhas

Oleo essencial

Atividade antifangica

epoxido de cis-piperitona  Zapata et al., 2009

e 1,8-cineol

Hyptis suaveolens

Partes aéreas

Oleo essencial

Atividade antifungica

Sabineno, a-terpinoleno, Nantitanon et al.,

Poit. 1,8 — cineol, B- 2007
cariofileno
Hyptis ovalifolia Folhas Oleo essencial Atividade antifungica y-cadineno; viridifloral; Oliveira et al., 2004
oxido de cariofileno
Hyptis ovalifolia Folhas Oleo essencial Atividade antifangica - Souza et al., 2003
Hyptis ovalifolia Folhas Extrato Atividade antifingica - Souza et al., 2002
Etanolico
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Hyptis suaveolens Folhas Extrato
Poit. Etanolico

Atividade antifingica

Souza et al., 2002

TABELA 2.2.3: Atividade anti-parasitaria

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acao farmacoldgica Principais compostos  Referéncia
Hyptis lacustris A. Folhas Extrato etandlico Atividade leishmanicida - Estevez et al., 2007
St.-Hil. ex Benth.
Hyptis spicigera Folhas Folhas pulverizadas Atividade nematicida - Jesse et al., 2006
Lam.
Hyptis suaveolens Folhas Extrato de éter de petroleo  Atividade antiplasmodial  13-dioxiabiet-epi-8 (14)- Chukwujekwua et al.,
Poit. (isolado) en-18-ol 2005
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TABELA 2.2.4: Atividade gastroprotetora

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acdo farmacologica Principais compostos Referéncia
Hyptis crenata Pohl Folhas Oleo essencial Atividade antiulcerogénica Canfora (32.78%), Diniz et al.,
1,8 - cineol (18.02%), 2013
a - pineno (13.37%),
B-cariofileno(12.86%).
Hyptis suaveolens Folhas Extrato hexanico Atividade gastroprotetora Suaveolol Vera-Arzave
etal., 2012
Hyptis martiusii Folhas Oleo essencial Atividade antiulcerogénica  Biciclogermacreno (10,60%), Caldas et al.,
Benth. trans-cariofilieno (9,21%), 2011

oxido cariofilieno (7,47%),
1,8-Cineole (7,01%),
6-3-Careno (6,88%)

Hyptis spicigera

Folhas e caule

Oleo essencial

Atividade antiulcerogénica

a-pineno (50.8%),

Takayama et

Lam. cineol (20.3%), al., 2011
a-pineno (18.3%)
Hyptis suaveolens Planta Extrato Aquoso e Etandlico  Atividade antiulcerogénica - Das et al.,
Poit. 2009
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TABELA 2.2.5: Atividade anti-inflamatoria

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acao farmacoldgica Principais compostos Referéncia
Hyptis pectinata (L.) Folhas Oleo essencial Atividade anti- B - Cariofileno (40.90%), Raymundo et
Poit inflamatoria Oxido cariofileno (38,05%) al., 2011
Hyptis fruticosa Folhas Extrato etandlico Atividade anti- - Andrade et al.,
Salzm. ex Benth. inflamatoria 2010
Hyptis suaveolens Folhas Extrato metandlico, fraces: Anti-inflamatoria Suaveolol; metil-suaveolato Grassi et al.,
Poit. Cloroférmio, éter petroleo, 2006
acetato de etila
Hyptis pectinata Folhas Extrato aquoso Antiedematogénica - Arrigoni-Blank

Poit.

et al., 2005
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TABELA 2.2.6: Atividade antioxidante

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acao farmacoldgica Principais compostos Referéncia
Hyptis pectinata L. Folhas Extrato aquoso Atividade antioxidante - Paixao et al.,
Poit 2013
Hyptis suaveolens Folhas Oleo essencial Atividade antioxidante 1,8 - cineol (10.33%), Xuetal.,
(Linn.) Poit. (-) - isocariofileno (9.92%), 2013
cariofileno (16.17%).
Hyptis rhomboidea Folhas Oleo essencial Atividade antioxidante (-) - isocariofileno (7.48%), Xuetal.,
Mart. et Gal. () - b -cadinene (7.11%) 2013
Butil - hidroxetolueno(29.90%)
Hyptis brevipes Poit. Folhas Oleo essencial Atividade antioxidante Cariofileno (9.72%), Xuetal.,
Metil-eugenol (11.46%), 2013
3 - alilguaiacol (62.67%)
Hyptis fruticosa Folhas Exatrato hidroetandlico Atividade antioxidante ~ Alcaloides, fendis, flavonoides, Limaetal.,
salmz ex Benth flavonas, flavonois, taninos, 2013

saponinas, esteroides,

triterpenos, xantonas.
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Hyptis suaveolens

Folhas

Extrato metandlico

Atividade antioxidante

Ghaffari et
al., 2012

Hyptis fruticosa

Salzm. ex Benth.

Folhas

Extrato etanolico

Atividade antioxidante

Andrade et
al., 2010

Hyptis suaveolens
Poit.

Folhas

Extrato Etandlico

Atividade antioxidante

Rajput et al.,
2010

Hyptis fasciculata

Folhas

Extrato etanolico

Atividade antioxidante

Silva et al.,
2009

Hyptis crenata Pohl

ex Benth

Folhas e ramos

frescos e secos

Extrato etandlico

Atividade antioxidante

Rebelo et al.,
2009

Hyptis suaveolens
Poit.

Partes aéreas

Oleo essencial

Atividade antioxidante

Sabineno, a-terpinoleno, 1,8 —

cineol, B-cariofileno

Nantitanon et

al., 2007

Hyptis fasciculata

Partes aéreas

Extrato etandlico

Atividade antioxidante

Silvaetal.,
2005
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TABELA 2.2.7: Atividade antinociceptiva

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acdo farmacologica Principais compostos Referéncia
Hyptis pectinata L. Folhas Extrato aquoso Atividade antinociceptiva - Paix&o et al., 2013
Poit orofacial
Hyptis fruticosa Folhas Exatrato hidroetandlico Atividade antinociceptiva Alcaloides, fenais, Limaetal., 2013
salmz ex Benth orofacial flavonoides, flavonas,
flavondis, taninos, saponinas,
esteroides, triterpenos,
Xantonas.
Hyptis pectinata (L.) Folhas Oleo essencial Atividade antinociceptiva 3 - Cariofileno (40.90%), Raymundo et al., 2011
Poit Oxido cariofileno (38,05%)
Genotipos
1 Folhas Oleos volateis Atividade antinociceptiva Alfa-Muurolol (25.45%)
Cubenol (11.44%)
B - Cariofileno (12.91%)
Hyptis 2 Folhas Oleos volateis Atividade antinociceptiva B - Cariofileno (27,10%)
pectinata Calamusenona (21,04%)
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L. Poit 3 Folhas Oleos volateis Atividade antinociceptiva Calamusenone (40,70%) Arrigoni-Blank
4 Folhas Oleos volateis Atividade antinociceptiva B - Cariofileno (45.09%) et al., 2008
Oxido cariofileno(20,92%)
5 Folhas Oleos volateis Atividade antinociceptiva Calamusenona (26,95%)
B - Cariofileno (28.15%)
6 Folhas Oleos volateis Atividade antinociceptiva Calamusenona (23.58%)
B - Cariofileno (23.00%)
Hyptis suaveolens Folhas Extrato aquoso Atividade antinociceptiva - Santos et al., 2007
Hyptis fruticosa Folhas Oleo essencial Atividade antinociceptiva a-Pineno (11.32%), Menezes et al., 2007
1,8-Cineol (16.86%),
Biciclogermacreno (12.32%)
B-Cariofileno (8.82%)
Hyptis fruticosa Folhas Extrato aquoso Atividade antinociceptiva - Silva et al., 2006

Salzm. ex Benth.
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TABELA 2.2.8: Atividade vasorelaxante, cardioprotetora, hepatoprotetora, regeneradora e hipoglicemiante

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acdao farmacologica Principais compostos  Referéncia
Hyptis fructicosa Folhas Extrato aquoso Regeneracao hepatica - Limaet al., 2012
Hyptis suaveolens Folhas Extrato metanolico Atividade hepatoprotetora - Ghaffari et al., 2012
Hyptis suaveolens L. Folhas Extrato etandlico Atividade hipoglicemiante - Mishra et al., 2011

Hyptisplgltjticosa Partes aéreas Extrato diclorometano Atividade vasorelaxante - Moreira et al., 2010
Salzm. ex Benth. ,

Hyptis fruticosa Folhas Oleo essencial Efeito cardioprotetor - Santos et al., 2007
Hyptis pectinata Folhas Extrato aquoso Regeneracdo hepética - Melo et al., 2006
Hyptis pectinata Folhas Extrato aquoso Regeneracao hepatica - Melo et al., 2005
Hyptis suaveolens Folhas Extrato etandlico Acdo cicatrizante em - Shirwaikar et al., 2003

modelos de feridas
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TABELA 2.2.9: Atividade inseticida, repelente e larvicida

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acao farmacoldgica Principais compostos  Referéncia
Hyptis suaveolens Folhas Oleo essencial Acdo repelente contra a - pineno, Vongsombath et al.,
insetos B - pineno, 2012
a - felandreno
Hyptis suaveolens Folhas Oleo essencial Atividade larvicida e (E)-2-Hexenal, Conti et al., 2012
repelente Mirceno,
a-Pineno,
Sabineno e
] a-Tujeno
H. suaveolens Poit. Partes aéreas Oleo essencial Inseticida - llboudo et al., 2010
Hyptis spicigera Partes aéreas Oleo essencial Inseticida - llboudo et al., 2010
Hyptis spicigera Folhas Foram utilizadas as folhas Inseticida - Ahmed et al., 2010

Lam.

pulverizadas (sem extracdo de

material)
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Hyptis suaveolens Folhas Extrato de Eter de Petroleo Larvicida - Okigbo et al., 2010
Poit.

Hyptis suaveolens Folhas Oleo essencial Repelente Sabineno; Tripathi; Upadhyay,
Poit. Inseticida terpin-4-ol, 2009

B-pineno;
p-cariofileno

Hyptis suaveolens Sementes Extrato Metanolico Inseticida - Musa, 2008

Poit.
Hyptis fruticosa Folhas Oleo essencial Atividade larvicida 1,8 - cineol (15.79%), Silva et al., 2008
Salzm. p — cariofileno (9.79%),

Espatulenol (10.23%)

Hyptis spicigera - Oleo essencial Inseticida B-cariofileno; Noudjou et al., 2007

Lam. a-pineno;
sabineno;
1,8-cineol

Hyptis verticillata Partes aéreas Oleo essencial Inseticida cadina-4,10(15)-dien-3- Facey et al., 2005

Jacq. one / aromadendr-1(10)-

en-9-one

Hyptis martiusii Folhas Oleo esséncial Larvicida 6-3-careno; 1,8-cineol Costa et al., 2005

Benth
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Hyptis martiusii Folhas Oleo essencial

Benth

Inseticida

Delta-3-careno
1-8-cineol
a-pineno

B-cariofileno

Aragjo et al., 2003

TABELA 2.2.10: Atividade citotdxica, antitumoral

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido

Acao farmacoldgica

Principais compostos

Referéncia

Hyptis suaveolens Toda a planta seca Extrato hexanico

Atividade citotdxica

Acido isosuavedlico Acido - 8a,

Prawatsri et

9a- poxisuavedlico al., 2013
14- O - &cido methilsuavedlico
Hyptis suaveolens Folhas Oleo essencial Atividade antitumoral 1,8 - cineol (10.33%) Xuetal.,
(Linn.) Poit. (-) - isocariofileno (9.92%), 2013
cariofileno (16.17%).
Hyptis rhomboidea Folhas Oleo essencial Atividade antitumoral (-) - isocariofileno (7.48%), Xuetal.,
Mart. et Gal. (-) - b -cadinene (7.11%), 2013
Butil - hidroxetolueno(29.90%).
Hyptis brevipes Poit. Folhas Oleo essencial Atividade antitumoral Cariofileno (9.72%), Xuetal.,
Metil-eugenol (11.46%), 2013

3 - alilguaiacol (62.67%)
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Hyptis incana Folhas Extrato metandlico e Inibicdo do crescimento Hyptishumuleno I e 11. Satoh et al.,
etandlico. de células leucémicas de 2013
ratos.
Hyptis brevipes Folhas Extrato de triclorometano Atividade antitumoral  6-heptil-5,6-hidro-2H-piran-2-ona Suarez-
Ortiz et al.,
2013
Hyptis calida Folhas Extrato hexanico e metandlico  Auséncia de atividade - Ribeiro et
Mart. Ex Benth citotoxica al., 2012
Hyptis verticillata Folhas Extrato metanolico Atividade citotoxica Hyptosidio, Hyptinino, Hamada et
Beta-Peltatin, al., 2012

4'-imetildesoxipodofilotoxina

TABELA 2.2.11: Atividade sobre o Sistema Nervoso Central

Espécie Material vegetal Tipo de material extraido Acao farmacoldgica Principais compostos  Referéncia
Hyptis spicigera Folhas Extrato aquoso Anticonvulsivante - Bum et al., 2009
Lam.
Hyptis pectinata Folhas Extrato aquoso Antidepressivo - Bueno et al., 2006
Poit.
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2.3 Hyptis martiusii Benth

Diante dos inumeros integrantes do género Hyptis, tem-se Hyptis martiusii Benth
(Figura 2.3.1), um pequeno arbusto pertencente ao género Hyptis, membro da familia
Lamiaceae, normalmente encontrado no Brasil, nas regides sudeste, norte e nordeste
(ALMEIDA; ALBUQUERQUE, 2002), mais precisamente no sul do Ceard, na Chapada do
Araripe, onde € conhecida popularmente como cidreira brava ou cidreira-do-campo
(SILVEIRA; PESSOA, 2005).

[P

Figura 2.3.1: Aspectc 1gura “a” representa o aspecto

morfolégico de um m aque, na figura “b”, as folhas e
flores de Hyptis martiusii Benth s&o evidenciadas.

FONTE: FIGUEIREDO, F.R.S.D.N., 2015

Durante a pesquisa bibliografica foi observada que ainda ha uma relativa escassez de
relatos farmacol6gicos acerca desta espécie. Entretanto, os relatos encontrados apontaram
efeitos atribuidos a esta espécie como atividade antiulcerogénica (CALDAS et al., 2011),
atividade antimicrobiana (COUTINHO et al., 2010; COUTINHO et al., 2009), larvicida
(COSTA et al., 2005) e inseticida (ARAUJO et al., 2003).
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Araujo et al (2006) atribuiram ao extrato aquoso das raizes de Hyptis martiusii o efeito
citotoxico e demonstrou a presenca de 7p-hidroxi-11,14-dioxoabieta-8,12-dieno / 7a-acetoxi-
12-hidroxi-11,14-diaxoabieta-8,12-dieno.

Cavalcanti e colaboradores (2008) relataram que o efeito genotoxico contra células V79
esta associado a duas substancias isoladas, a dois Tanshinones.

Araljo e colaboradores (2003) relataram a grande importancia da H. martiusii como
consideravel fonte de 6leos essenciais. Os 0leos essenciais sao substancias que ndo participam
diretamente do crescimento e do desenvolvimento do vegetal. Estes produtos sdo
tradicionalmente chamados de metabdlitos secundarios ou produtos naturais (CROTEAU et al.,
2000). Facchini (2001) divide os metabolitos secundarios em trés grupos distintos: terpenos,
fendis e alcaloides.

Alguns trabalhos sugerem o potencial farmacoldgico do 6leo essencial de Hyptis
martiusii a presenca de terpenos em sua constitui¢cdo, mais precisamente 0 monoterpeno 1,8-
cienol (Figura 2.3.2), com potencial atividade inseticida contra Aedes aegypti (ARAUJO et al.,
2003; COSTA et al., 2005).

Em um estudo com Alpinia speciosa Schum, foi sugerido que o composto 1,8-cienol foi
eficaz no tratamento de reumatismo, tosse e asma brénquica (LEAL-CARDOSO; FONTELES,
1999). Ainda com esta mesma espécie e um em novo relato, foi apontada a possibilidade de
efeito hipotensor relacionado a presenca do 1,8-cineol (ZOGHBI et al., 1999). Victoério et al

(2010) atribuem também ao composto 1,8-cienol as atividades antifungica e antibacteriana.

CHj

CHs
HsC

1,8 — Cineol
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Figura 2.3.2: Estrutura quimica do composto 1,8-cineol.
Fonte: www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich - acessado em 10 de Novembro de
2014.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAL

= Avaliar os efeitos centrais da administracdo aguda do 6leo essencial das folhas de

Hyptis martiusii Benth e seu composto majoritario, 1,8-cineol, em camundongos.
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3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os componentes majoritarios presentes no 6leo essencial de Hyptis
martiusii Benth (OEHM);

Realizar o teste hipocratico para obtencdo do perfil de efeitos farmacoldgicos

decorrentes da administracao intraperitoneal de doses crescentes do OEHM;

Determinar a DLso e a ocorréncias de sinais de toxicidade aguda em animais tratados
com OEHM;

Avaliar o efeito do OEHM sobre a atividade locomotora em camundongos submetidos

ao teste do campo aberto (CA);

Avaliar o efeito do OEHM sobre a coordenacdo motora em camundongos submetidos
ao teste do Rota Rod (RR);

Avaliar o efeito do OEHM sobre a ansiedade em camundongos submetidos ao teste do

labirinto em cruz elevado (LCE);

Investigar o perfil sedativo/hipnotico do OEHM nos testes de potencializa¢do do tempo

de sono induzido por pentobarbital e éter etilico;

Avaliar o perfil anticonvulsivante/neuroprotetor do OEHM no teste de convulsdes

induzidas por pentilenotetrazol (PTZ);

Identificar o a ocorréncia de catalepsia decorrente da administracdo do OEHM, atraves

do teste de potencializacdo da catalepsia induzida por haloperidol;

Avaliar o efeito antipsicotico do OEHM em camundongos submetidos ao teste de

hipercinesia induzida por cetamina.
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4 METODOLOGIA

41 MATERIAL

4.1.1 Material Vegetal
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O material vegetal foi coletado no Sitio Barreiro Grande no municipio de Crato-CE,
Brasil, nas coordenadas (7°21°50”°S de latitude e 39°28°39°W de longitude, altitude: 930m
acima do nivel do mar), em area de Cerrado da Chapada do Araripe, em dia ensolarado, cujas
orientacdes geograficas foram obtidas através de aparelho GPS (Garmin), no més de marco de
2014, de acordo com a autorizagdo com base na Instrucdo Normativa n°154/2009; licenca do
SisBio sob n°42909-1 (Anexo 4.1.1.1) Ministério do Meio Ambiente — MMAV/ Instituto Chico
Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMBio.

Os procedimentos para preparo da exsicata seguiram as recomendacdes descritas por
Ming 1996 apud Di Stasi, 1996. O material botanico foi identificado pela Profa. Dra. Maria
Arlene Pessoa da Silva e em seguida depositado no Herbério Caririense Dardano de Andrade
Lima — HCDAL da Universidade Regional do Cariri — URCA, sob numero de registro 10.185
(Figura4.1.1) e (Anexo 4.1.1.2).
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Figura 4.1.1: Exsicata
da espécie depositada no Herbéario Caririense Dardano de Andrade Lima.

FONTE: Herbario Caririense Dardano de Andrade Lima - Universidade Regional do Cariri —
URCA.
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4.1.2 Drogas

Tabela 4.1.2.1 — Drogas e reagentes utilizados nos ensaios comportamentais

Drogas e Reagentes Origem
Agua deionizada Deionizador, LFQM
Alcool etilico P.A. Sigma-Aldrich, EUA
Cetamina Cristalia, S&o Paulo, Brasil
Diazepam Germed, Brasil
Eter Etilico Vetec Quimica Fina LTDA, Brasil
Haloperidol Cristalia Farma, Brasil
Pentilenotetrazol Sigma-Aldrich, EUA
Pentobarbital sddico Syntec, Brasil
1,8-cineol Sigma-Aldrich, EUA
Tween 80 — Polyoxyethilene Sorbitan Mono | Sigma-Aldrich, EUA.

4.1.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos fémeas (Mus musculus), com peso
médio de 25 g, provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina Estacio de Juazeiro do Norte
(Estacio/FMJ). Os animais foram mantidos no Biotério Experimental da URCA, em
conformidade com as normas e procedimentos de biosseguranca para biotérios (CARDOSO,
1998-2001) e bioeticas (BAZZANO, 2006), acondicionados em gaiolas de polipropileno em
ambiente com temperatura de 23 + 2 °C, ciclo claro/escuro de 12 h e com agua e racdo ad
libitum (LAPA et al., 2008).

4.1.4 Exigéncias legais e aspectos éticos da pesquisa
A pesquisa foi conduzida em estrita obediéncia com as normas e diretrizes bioéticas

vigentes para ensaios envolvendo com animais (Guide for the care and use of laboratory
animals, do NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Lei Federal N° 11.794/2008 (Lei
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Arouca); Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo — CONCEA); e integridade da
fauna e flora (Lei Federal N° 9605/1998) (MACHADO et al., 2006; SILVA, 2010).

O projeto foi submetido a aprovacéo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Animais da
Universidade Regional do Cariri — URCA (CEUA). Mediante submissdo, foi concedida a
aprovacao do projeto para realizacdo do estudo, sob parecer de processo N° 00213.2013.1.
(Anexo 4.1.4.1)

42 METODOS

4.2.1 Obtencao do 6leo essencial

O 6leo essencial de Hyptis martiusii Benth (OEHM) foi extraido no Laboratério de
Pesquisa de Produtos Naturais (LPPN), da Universidade Regional do Cariri (URCA). A
extracdo do Oleo foi realizada utilizando-se 250 g das folhas frescas que foram colocadas em
um baldo de vidro de 5 L, juntamente com 1,5 L de 4gua e mantidas em ebuli¢cdo durante um
periodo de duas horas. Apos o periodo de ebulicdo o 6leo essencial fora extraido do vegetal e
condensou-se formando uma mistura heterogénea com a agua. A mistura constituida de agua
e 6leo foi coletada em aparelho tipo Clevenger modificado (GOTTLIEB; MAGALHAES,

1960) sendo em seguida separada e seca com sulfato de sédio anidro (Na;SO4) (Figura 4.2.1.1).
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Folhas frescas de Hyptis
martiusii Benth

Extracdo em aparelho Clevenger

Hidrolato Agua e 6leo

Separagdo

Oleo Solugéo aquosa

Sulfato de sédio anidro

Filtracdo

Oleo essencial de Hyptis
martiusii Benth

Figura 4.2.1.1: Fluxograma do método de extracdo do 6leo essencial das folhas frescas de
OEHM.

4.2.2 Analise quimica do oOleo essencial (Cromatografia gasosa acoplada a

Espectrometria de Massas)

A analise da composi¢do quimica do OEHM foi realizada usando um sistema de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa (CG/EM), em aparelho SHIMADZU
com detector seletivo de massa QP5050A, operando sob energia de ionizagéo de 70 eV. A
coluna de capilaridade utilizada foi DB-5HT (30 m x 0,25 mm de didmetro interno), nas
seguintes especificacdes: temperaturas de 270 °C no injetor e 290 °C no detector, tendo hélio
como gas de arraste (1,7 mL/min); velocidade linear de 47,3 cm/seg; fluxo total de 24 mL/min;
fluxo de portador de 24 mL/min; pressdo de 107,8 kPa; e a temperatura de aquecimento da
coluna foi programada para 60 °C (2 min) - 180 °C (1 min) a 4 °C/min e de 180 - 260 °C a 10
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°C/min (10 min). A identificacdo dos componentes foi realizada por comparagéo entre seu
respectivo espectro de massa com aqueles padrdes registrados na base de dados da biblioteca
Wiley 229 e entre os indices de retencdo calculados com valores da literatura especializada
(ADAMS, 1991).

4.2.3 Protocolo dos experimentos utilizados nos testes comportamentais

Todos os testes foram realizados no mesmo horério, de 11h00 as 16h00, no Laboratorio
de Farmacologia e Quimica Molecular (LFQM) da URCA, em condi¢des controladas de
temperatura (23 + 1° C), som e iluminacdo. Foi utilizada iluminacdo de pouca intensidade
(lampada vermelha de 15V) para mimetizar o ambiente natural do animal, evitando alteracfes
em seu comportamento. Os animais foram divididos em grupos, compostos por nove
camundongos, 24 horas antes da realizacdo dos experimentos, exceto para o teste hipocratico e
determinacdo da dose letal mediana (DLso), onde os grupos testados continham apenas 04

(quatro) animais.

O o6leo essencial e 0 composto majoritario foram administrados por via i.p. uma vez que
a mesma possui maior biodisponibilidade que a via oral (NEMES et al., 2000). Além disso, no
tocante a0 manejo com 0s animais, a via i.p. se apresentou como a mais pratica para aplicacdo
do OEHM nos camundongos, sendo utilizado um volume de 0,1 mL/10g de peso corporal do
animal. Inicialmente foi realizada uma triagem farmacologica (teste hipocratico) para
identificacdo dos efeitos farmacoldgicos gerais e toxicos do OEHM. A escolha das doses
utilizadas neste trabalho foi determinada, primeiramente, tomando por base o valor da DLso do

6leo, sendo o valor maximo da dose correspondente a 10% do valor da DLsq.

Na preparacdo das solucgdes, as drogas utilizadas foram diluidas em solucéo salina 0,9%.
No entanto, para preparacdo das doses do Gleo essencial, foi utilizado a mais um agente
dispersante, o Tween 80 a 0,5%, que facilitou o processo de diluicdo do OEHM em solugéo

salina 0,9%.
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4.2.4 Teste hipocratico e determinacao da dose letal mediana (DLso)

Para determinar a classe de dose tdxica aguda, quatro animais foram tratados com o
OEHM a cada dose, sendo a classe definida como a menor dose que, na sequéncia considerada,
induz a morte. Portanto, o 6leo foi administrado na sequéncia da dose menor para a maior. O
protocolo adotado seguiu uma adaptacdo da OECD 2009 onde foi realizado um screening de
doses determinadas, suficientemente espacadas a fim de serem observadas as diferencas de
efeitos toxicos entre estas. Sendo assim, as doses foram selecionadas a partir da sequéncia: 10,
50, 100, 200, 500, 1000, 2000, 5000 mg/Kg, i.p.. Foi utilizado um grupo que recebeu veiculo
(Tween 80 a 0,5% em solucdo salina), via i.p., para comparacéo de resultados.

Decorrida a administracdo das solucgdes, os animais foram observados em intervalos
regulares de 10, 30, 60, 120, 240 minutos e 24 horas e, a partir de entdo, diariamente, até o
décimo quarto dia. Todos o0s sinais de toxicidade, a época do seu aparecimento, intensidade,
duracdo e progressao dos mesmos foram registrados.

Os parametros observados ap6s a administracdo das drogas, relacionados as a¢Ges
estimulantes, foram: ambulacdo aumentada, aumento da frequéncia respiratoria, andar em
circulo, autolimpeza, convulsdo clbnica e tdnica, piloerecdo, movimentos estereotipados
(tremor, bater a cabeca e morder-se), irritabilidade, levantar, morder a cauda, tremores
grosseiros e finos. Os parametros observados, relacionados as acGes depressoras, foram:
alienacdo ao meio, analgesia (por teste de compressao da cauda do animal), anestesia (puxando
0 pélo e suspendendo o animal), ataxia, diminuicdo da apreensao da pata, catatonia, dispnéia,
exoftalmia, diminuicdo da frequéncia respiratdria, diminuicdo da motilidade, diminuicdo do
reflexo corneano, tonus dorsal, ptose palpebral e sedacao. Outros parametros observados foram:
agressividade, contor¢do, coloracdo da urina, diametro da pupila, diarréia, erecdo da cauda,
fasciculacdes, grunhidos, aumento ou diminuicdo da miccdo, midriase, orelha (ciandtica,
hiperémica ou palida), passividade, reacdo de fuga, sialorréia, tremor da cauda, lacrimejamento,
sudorese, coma e morte (YAMANAKA, 2008).

As intensidades dos eventos foram tabuladas de zero a duas cruzes (0, +, ++),
correspondendo, respectivamente a: ausente, efeito presente, efeito presente intenso. As
alteracOes encontradas na observagdo comportamental e exame clinico sistematico dos animais

foram registrados em protocolo impresso com a lista de sinais a serem investigados (Anexo
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4.2.4.1). Esta lista e a pesquisa de sinais foram baseadas no modelo proposto por MALONE,
1977. Foi notificado também, o nimero de 6bitos para a determinacéo da DLso.

Visando diminuir o nimero de animais por experimento, os testes do campo aberto,
labirinto em cruz elevada e rota rod, foram realizados no mesmo dia e com 0S mesmaos grupos
de animais. Quanto a ordem de execugéo dos testes, os animais foram inicialmente submetidos
ao teste do labirinto em cruz elevado, seguido do teste do campo aberto e, por ultimo,

submetidos ao teste do rota rod.

4.2.5 Teste do Campo Aberto

O campo aberto (CA) (Figura 4.2.5.1) € bastante utilizado para a avaliacdo do efeito de
drogas sobre a atividade locomotora. O aparelho consiste de uma arena de formato quadrado,
com as paredes confeccionadas em vidro transparente (30 x 30 x 15 cm) e piso em vidro preto,
dividido em nove quadrantes iguais (10 x 10 cm) (ARCHER, 1973).

As doses do OEHM avaliadas nos testes de LCE, CA e RR, foram determinadas
previamente a partir da DLso. Para determinacdo da dose de 1,8-cineol foi observada
primeiramente a dose efetiva do OEHM no teste do CA e, a partir de entdo, foi utilizada a
porcentagem do 1,8-cineol encontrada na anélise quimica do 6leo essencial como base para a
escolha da dose testada deste composto majoritério.

O primeiro grupo foi pré-tratado somente com veiculo (Tween 80 a 0,5% em solucao
salina), via i.p., (S); o segundo grupo foi tratado com diazepam na dose de 1 mg/Kg, via i.p.,
como droga padrdo (DZP 1). A partir do terceiro até o sexto grupo, 0s animais receberam o
OEHM, via i.p., nas doses de 25, 50, 100, 200 mg/kg, respectivamente. Foi testado também o
composto 1,8-cineol, administrado na dose de 50 mg/Kg, via i.p., (CIN 50). Cada grupo foi
composto por 09 (nove) animais. Apos trinta minutos do tratamento, cada animal foi colocado
no centro do CA e observado por 05 (cinco) minutos onde foram observados os seguintes
parametros comportamentais: niamero de cruzamentos (NC — o nimero de quadrantes cruzados
pelo animal, quando este se encontrava com as quatro patas dentro do mesmo quadrante),
namero de Grooming (NG — comportamento de auto-limpeza do animal) e o nimero de

Rearing (NR — postura na qual o animal fica na posicéo vertical).
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'”Cam,bo Aiber;’

Figura 4.2.5.1: Esquema representativo da investigacdo do efeito do OEHM e CIN 50 sobre
atividade locomotora do animal através do teste do Campo Aberto.
FONTE: FIGUEIREDO, F.R.S.D.N., 2015

4.2.6 Teste do Rota Rod

O teste do Rota Rod investiga o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagao
motora produzidos por drogas nos animais (CARLINI; BURGOS, 1979). Para este teste, 0s
camundongos foram submetidos a uma selecdo dos animais aptos a participar do experimento,
24 horas antes do da execu¢do do mesmo. Para tanto, os animais foram colocados com as quatro
patas sobre uma barra de 2,5 cm de diametro, elevada a 25 cm do piso (Figura 4.2.6.1). Os
camundongos capazes de permanecer na barra giratoria (com frequéncia de 16 rpm) por mais
de 180 segundos foram selecionados.

Seguidas 24 horas, os animais aptos foram divididos em sete grupos, cada um composto
por 09 (nove) animais. O primeiro grupo foi pré-tratado somente com veiculo (Tween 80 a
0,5% em solucéo salina), via i.p., (S); o segundo grupo foi tratado com diazepam na dose de 5
mg/Kg, via i.p., como droga padrdo (DZP 5). A partir do terceiro até o sexto grupo, 0s animais
receberam o OEHM, via i.p., nas doses de 25, 50, 100, 200 mg/kg, respectivamente. Foi testado
também o composto 1,8-cineol, administrado na dose de 50 mg/Kg, via i.p., (CIN 50).
Decorridos 30 minutos da administracdo, cada animal foi colocado no aparelho Rota Rod, onde

foi registrado o tempo de permanéncia (TP), ou seja, 0 tempo em que cada camundongo
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permaneceu na barra até um tempo final de 1 minuto e o nimero de quedas (NQ), com o limite
de trés recondugdes (DUNHAM; MIYA, 1957).

S
DYA S
OEHM 25

OEHM 50 UPEING,

OEHM 100
OEHM 200
CIN 50

apos 30 min

Figura 4.2.6.1: a representativo a investigacdo do efeito do OEHM e CIN 50
sobre coordenagdo motora do animal atraves do teste de Rota Rod.
FONTE: FIGUEIREDO. F.R.S.D.N., 2015

4.2.7 Teste do Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

O labirinto em cruz para camundongos (LISTER, 1987) consistiu em um aparelho
formado por dois bragos abertos (34,5 x 3,25 cm) e dois bracos fechados (34,5 x 3,25 cm),
conectados entre si por uma plataforma central (10 x 10 cm), formando uma cruz, a qual se
encontrava elevada a 72 cm do solo. As paredes do labirinto foram confeccionadas em madeira
e 0 piso, também em madeira, foi revestido de um material plastico de cor branca.

O LCE é um modelo utilizado largamente e validado do ponto de vista bioquimico,
farmacoldgico e comportamental, cujo objetivo é verificar o possivel efeito ansiolitico de
substancias. Foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984), posteriormente modificado
(PELLOW et al., 1985) e adaptado para camundongos (LISTER, 1990).

Para realizacdo deste teste, foram utilizados sete grupos onde cada um era composto por
09 (nove) camundongos. O primeiro grupo foi pré-tratado somente com veiculo (Tween 80 a
0,5% em solucéo salina), via i.p., (S); o segundo grupo foi tratado com diazepam na dose de 1
mg/Kg, via i.p., como droga padrdo (DZP 1). A partir do terceiro até o sexto grupo, 0s animais
receberam o OEHM, via i.p., nas doses de 25, 50, 100, 200 mg/kg, respectivamente. Foi testado
também o composto 1,8-cineol, administrado na dose de 50 mg/Kg, via i.p., (CIN 50). Apds
trinta minutos da realizacdo dos respectivos tratamentos, cada animal foi levado ao centro do

equipamento e observado por um periodo de cinco minutos. Durante esse tempo, 0 nimero de
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entradas (NEBA e NEBF) e o tempo total de permanéncia (TPBA e TPBF) nos bracos aberto e
fechado foram registrados (Figura 4.2.7.1).

S el
DZP5 ‘ 3 =
.

OEHM 25
OEHM 50

NEBF apds 30 min

OEHM 100 I

TPBA, NEBA, TPBF e Labirinto e”' ruz

OEHM 200
CIN 50

Figura 4.2.7.1: Esquema representativo a investigacdo do efeito do OEHM e CIN 50 sobre
atividade ansiolitica do animal através do teste do Labirinto em Cruz Elevado.
FONTE: FIGUEIREDO, F.R.S.D.N., 2015

4.2.8 Potencializagéo do tempo de sono induzido por Pentobarbital

Neste experimento é possivel verificar se o produto possui acéo depressora do SNC, ou
seja, se tem atividade hipnética (ADZU et al., 2002; FANG et al., 2010).

Neste teste foram utilizados seis grupos de animais. O primeiro grupo foi pré-tratado
somente com veiculo (Tween 80 a 0,5% em solucéo salina), via i.p., (S); o segundo grupo foi
pré-tratado com diazepam na dose de 2 mg/Kg, via i.p., como droga padrdo (DZP 2). A partir
do terceiro até o quinto grupo, os animais receberam o OEHM, via i.p., nas doses de 25, 100 e
200 mg/kg, respectivamente. Foi testado também o composto 1,8-cineol, administrado na dose
de 50 mg/Kg, via i.p., (CIN 50). Apéds 30 minutos, foi administrado pentobarbital sédico na
dose de 40 mg/Kg, via i.p., em cada animal e observado os parametros da laténcia (o intervalo

entre a administracdo do pentobarbital sédico e a perda do reflexo de endireitamento) e duracéo
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do tempo de sono (intervalo entre a perda e a recuperagéo do reflexo de endireitamento), por
um periodo de até 3 horas de duracdo (CARLINI, et al 1986) (Figura 4.2.8.1).

Figura 4.2.8.1: Sistema utilizado no teste de potencializacdo do tempo de sono induzido por
Pentobarbital. A figura representa o sistema utilizado, onde o camundongo foi posicionado em
decubito dorsal em uma telha de polipropileno ondulada transltcida servindo como suporte para
andlise dos testes.

FONTE: FIGUEIREDO, F.R.S.D.N., 2015

4.2.9 Potencializacdo do tempo de sono induzido por éter etilico

Este teste € Gtil para descartar a hipdtese de uma possivel interferéncia de um composto
testado no metabolismo da droga indutora do sono a nivel hepatico (LAPA et al., 2008). Para
avaliacdo deste teste, foram utilizados cilindros de vidro transparentes (30 cm de altura x 20 cm
de didmetro) (Figura 4.2.9.1).

Neste teste foram utilizados cinco grupos de animais. O primeiro grupo foi pré-tratado
somente com veiculo (Tween 80 a 0,5% em soluc¢do salina), via i.p., (S); o segundo grupo foi
pré-tratado com diazepam na dose de 2 mg/Kg, via i.p., como droga padréo (DZP 2). A partir
do terceiro até o quinto grupo, os animais receberam o0 OEHM, via i.p., nas doses de 25, 100 e
200 mg/kg, respectivamente. Foi testado também o composto 1,8-cineol, administrado na dose
de 50 mg/Kg, via i.p., (CIN 50). Ap6s 30 minutos do pré-tratamento, os animais foram
inseridos, individualmente, no interior dos cilindros de vidro, contendo em cada um destes uma

bola de algodao, suspensa a 20 cm do piso, pesando 06 g e umedecida com 5,0 mL de éter
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etilico. Para saturacdo do ambiente, o sistema foi fechado por 10 minutos. Neste teste foram
analisadas a laténcia (o intervalo entre a 0 contato do animal com o éter etilico dentro do cilindro
e a perda do reflexo de endireitamento — em segundos) e a duracdo do sono (intervalo entre a
perda e a recuperacdo do reflexo de endireitamento) dos animais (LAPA et al., 2008). O inicio
do sono foi considerado a partir da perda do reflexo postural, terminando com a recuperacao
deste reflexo. Apds a perda do reflexo, esperou-se 1 min para retirada de cada animal da camara
e, em seguida, cada animal foi colocado em decubito dorsal para registro do tempo total de

sono.

Figura 4.2.9.1: Sistema utilizado
no teste de : potencializagéo
do tempo de sono \ etéreo. A figura

“a” representa o sistema que foi montado para realizagdo do teste, em destaque, na figura “b”,
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os cilindros de vidro transparentes utilizados, contendo as bolas de algoddo (06 g) umedecidas
com éter etilico (5 mL).
FONTE: FIGUEIREDO, F.R.S.D.N., 2015

4.2.10 Teste de convulsbes induzidas por pentilenotetrazol

O efeito anticonvulsivante do OEHM e CIN 50 foi avaliado através do antagonismo das
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ). O teste de convulsdo induzido por PTZ em
camundongos serve como triagem farmacoldgica para drogas com efeito anticonvulsivante
(MEHLA et al., 2010; NOZADZE et al., 2011).

Neste teste foram utilizados cinco grupos de animais. O primeiro grupo foi pré-tratado
somente com veiculo (Tween 80 a 0,5% em soluc¢éo salina), via i.p., (S); o segundo grupo foi
pré-tratado com diazepam na dose de 2 mg/Kg, via i.p., como droga padrdo (DZP 2). A partir
do terceiro até o quinto grupo, os animais receberam o OEHM, via i.p., nas doses de 25, 100 e
200 mg/kg, respectivamente. Transcorridos 30 minutos do pré — tratamento, cada animal
recebeu uma unica injecdo de pentilenotetrazol na dose de 80 mg/Kg, via i.p., (PTZ 80).
Subsequentemente, foram analisados os parametros: laténcia da primeira convulsdo, ou seja,
tempo decorrido entre a administracdo de PTZ 80 até a primeira convulsao clénica ou ténico-
clonica, em segundos; e a laténcia de morte dos animais, que corresponde ao tempo decorrido
da administracdo do PTZ 80 até a morte do animal (LOWSON et al., 1990).

4.2.11 Potencializagdo da Catalepsia induzida por haloperidol

Neste teste foram utilizados dez grupos contendo nove animais cada, onde foram pré-
tratados com: um grupo onde foi pré-tratados com veiculo (Tween 80 a 0,5% em solucéo
salina), via i.p., (S); Haloperidol na dose de 0,1 mg/Kg, via i.p., (HALO 0,1); Haloperidol na
dose de 5,0 mg/Kg, via i.p. (HALO 5,0); 6leo essencial de Hyptis martiusii nas doses de 25,
100 e 200 mg/Kg, via i.p., (OEHM 25, 50 e 100, respectivamente) e 1,8-cineol na dose de 50
mg/Kg, via i.p., (CIN 50).

Para fins de potencializacdo, outros grupos foram pré-tratados em associacdo com o
HALO 0,1, via i.p., sdo eles: OEHM 25 + HALO 0,1, via i.p., (OEHM 25*); OEHM 100 +
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HALO 0,1, via i.p., (OEHM 100*), OEHM 200 + HALO 0,1, via i.p., (OEHM 200*) e CIN 50
+ HALO 0,1, via i.p., (CIN 50%).

O haloperidol é uma droga neuroléptica utilizada como padrao para induzir o estado de
catalepsia. Decorridos 30 minutos, foi analisado tempo de imobilidade do animal na barra
durante cinco minutos. A avaliacdo deste efeito (rigidez muscular) foi observada quando os
camundongos tratados foram colocados com suas patas dianteiras apoiadas em uma barra
horizontal a 5 cm de altura da bancada, de tal forma que 0 mesmo permanecesse em posicao
vertical. Caso o0 animal deixasse a posi¢do imposta antes do tempo determinado, 0 processo era
mais uma vez repetido, respeitando o nimero maximo de trés recondugdes, de acordo com 0
protocolo adaptado de CARLINI (1973) (Figura 4.2.11.1).

Figura 4.2.11.1: Sistema
utilizado no teste de catalepsia
induzida por haloperidol. A
figura representa a

metodologia empregada, onde o animal foi posicionado com as patas frontais sobre o bastdo de
vidro (acima 05 cm de altura da bancada).
FONTE: FIGUEIREDO, F.R.S.D.N., 2015
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4.2.12 Hipercinesia induzida por cetamina

Os estudos tém utilizado a cetamina como modelo para investigar aspectos da
esquizofrenia uma vez que ela induz sintomas psicéticos com doses subanestésica, que lembram
os sintomas desta patologia (BECKER et al., 2003).

Foram utilizados doze grupos contendo nove animais cada, onde foram tratados com:
veiculo (Tween 80 a 0,5% em soluc¢do salina), via i.p., (S), Haloperidol na dose de 0,2 mg/Kg,
via i.p., (HALO 0,2); cetamina na dose de 20 mg/Kg, via i.p., (CETA 20), 6leo essencial de
Hyptis martiusii nas dose de 25, 100 e 200 mg/Kg, via i.p., (OEHM 25, 100 e 200,
respectivamente) e 1,8-cineol na dose de 50 mg/Kg, via i.p., (CIN 50).

Além desses, 0s cinco grupos restantes foram utilizados em associacdo com a CETA 20,
sd0 eles: HALO 0,2 + CETA 20, via i.p., (HALO 0,2*), OEHM 25 + CETA 20, via i.p., (OEHM
25*), OEHM 100 + CETA 20, via i.p., (OEHM 100*), OEHM 200 + CETA 20, via i.p., (OEHM
200*) e CIN 50 + CETA 20, via i.p., (CIN 50%).

Decorridos 30 minutos os animais foram colocados em campo aberto, por um periodo
de 20 minutos, onde foi determinado o ndimero de cruzamentos (NC). O haloperidol foi
utilizado como droga padréo de efeito neste teste (ARAUJO, 2011).

4.3  ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados que obedeceram a uma distribuicdo paramétrica foram analisados por
Anadlise de Variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Student Newman Keuls (post hoc). Para
os dados ndo parameétricos foi utilizado o teste T. Em todas as analises estatisticas, os valores
foram representados pela Média + Erro Padrdo da Média (EPM), sendo considerado o nivel

critico para rejei¢do da hipotese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Para determinagéo da
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DLso, foi adotada a metodologia da OECD (2008), onde a analise foi realizada seguindo o
software PROBITOS.

5.

5.1

ANALISE DA COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL

Todas as comparacgdes estatisticas foram efetuadas utilizando-se o programa
estatistico Graph-Pad Prism 5.00.288®.
RESULTADOS

O dleo essencial obtido por hidrodestilacdo forneceu um rendimento de 0,72%, e

densidade de 1,0 g/mL. A analise por CG/EM permitiu a identificacdo de 20 constituintes, com

ocorréncia exclusivamente de mono e sesquiterpenos, representando 93,99% da composicdo do
Oleo (Tabela 5.1.1).

Tabela 5.1.1: Constituicdo quimica do 6leo essencial das folhas de H. martiusii Benth. Em

negrito é evidenciado o composto majoritario presente no OEHM.

Componentes (%) TR (min)
a-pineno 2,50 12,50
B — pineno 1,30 14,90
B - ocimeno 23,40 16,84
p-cimeno 2,50 17,62
limoneno 5,30 17,90
1,8-cineol 25,93 18,10
camfora 3,88 25,04
B - cariofileno 0,81 41,11
biciclogermacreno 3,15 45,89
d-cadineno 1,79 46,65
valenceno 1,42 47,17
palustrol 1,39 47,70
espatulenol 2,15 47,86
oOxido cariofileno 6,93 47,98
guaiol 2,10 48,10
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3 —eudesmol 1,62 48,23
ledol 1,68 48,28
torreiol 1,28 48,55
aromadendreno 2,53 48,70
viridiflorol 3,63 48,91

TOTAL 93,99

5.2 TESTE HIPOCRATICO DE MALONE

No Teste Hipocratico de Malone foi observar

alteracdes

comportamentais como letargia, ambulacéo reduzida, sedacdo e morte. Estes achados revelaram

um possivel efeito depressor sobre o SNC. O levantamento desses resultados encontra-se no

quadro 5.2.1.

Houve mortes apenas com as doses de 2000 e 5000 mg/Kg, com taxas de mortalidade

de 50% e 100%, respectivamente.

A DLso foi determinada pelo software Probit, de acordo com os resultados de toxicidade

aguda. Como resultado, foi obtido um valor de dose de 2000 mg/Kg, i.p. As doses do OEHM

para testes foram escolhidas a partir de 10% de 2000 mg/Kg (a DLso).
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Quadro 5.2.1: Principais alteracbes comportamentais registradas em camundongos decorrentes
da administragcdo do OEHM via intraperitoneal em relagdo ao grupo controle salina 0.9%, i.p..

OEHM TEMPO EFEITOS FARMACOLOGICOS
(mg/kg, i.p.) (min)
10 Sem alteragdes comportamentais (0)
30 Sem altera¢cdes comportamentais (0)
60 Ambulacdo diminuida (+)
10 120 Ambulacdo diminuida (+)
180 Ambulacédo diminuida (+)
240 Ambulacéo diminuida (+)
1440 Sem alteragdes comportamentais (0)
10 Sem alteragdes comportamentais (0)
30 Ambulacdo diminuida (+)
60 Ambulacdo diminuida (+)
50 120 Ambulacdo diminuida (+)
180 Ambulacdo diminuida (+)
240 Ambulacéo diminuida (+)
1440 Sem altera¢cdes comportamentais (0)
10 Sem alteragdes comportamentais (0)
30 Ambulacdo diminuida (++); sedagdo (++)
60 Ambulacédo diminuida (++); sedacao (++)
100 120 Ambulacdo diminuida (++); sedacgdo (++)
180 Ambulacéo diminuida (++); sedacao (++)
240 Ambulacdo diminuida (++); sedacdo (++)
1440 Sem alteragdes comportamentais (0)
10 Ambulacdo diminuida (+)
30 Ambulacdo diminuida (++); sedacdo (++)
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60 Ambulacdo diminuida (++); sedagéo (++)
200 120 Ambulacéo diminuida (++); sedacao (++)
180 Ambulacéo diminuida (++); sedacao (++)
240 Ambulacdo diminuida (++); sedagéo (++)
1440 Sem altera¢cdes comportamentais (0)
10 Ambulacdo diminuida (++)
30 Ambulacdo diminuida (++); sedagéo (++)
60 Ambulacdo diminuida (++); sedagéo (++)
500 120 Ambulacéo diminuida (++); sedacao (++)
180 Ambulacdo diminuida (++); sedagéo (++)
240 Ambulacdo diminuida (++); sedagdo (++)
1440 Sem altera¢cdes comportamentais (0)
10 Ambulacédo diminuida (++)
30 Ambulacédo diminuida (++); sedacao (++)
60 Ambulacdo diminuida (++); sedagdo (++)
1000 120 Ambulacdo diminuida (++); sedagdo (++)
180 Ambulacédo diminuida (++); sedacao (++)
240 Ambulacdo diminuida (++); sedacgdo (++)
1440 Sem alteragdes comportamentais (0)
10 Ambulacdo diminuida (++);
30 Ambulacdo diminuida (+); Diminuicao da Frequéncia
Respiratoria (++)
60 Ambulacdo diminuida (+); Diminuicao da Frequéncia
Respiratéria (+)
2000 120 Ambulagdo diminuida (++)
180 Ambulacédo diminuida (++)
240 Ambulacdo diminuida (++)
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1440 Morte (+)

10 Ambulacéo diminuida (++); Morte (+)

30 Ambulacgéo diminuida (++) Diminuicao da Frequéncia

Respiratoria (++)

60 Ambulacdo diminuida (+); Diminuicdo da Frequéncia

Respiratoria (+); Hipnose (+)

5000 120 Ambulacédo diminuida (++)
180 Ambulacdo diminuida (++)
240 Ambulacédo diminuida (++)
1440 Morte (++)

Legenda: (0) ausente, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito presente e intenso.

53 CAMPO ABERTO (CA)

O numero de cruzamentos (exploracdo horizontal), o0 nimero de grooming (movimento
de autolimpeza) e o nimero de rearing (exploracéo vertical) foram os parametros analisados,
conforme mostrado nas Figuras 5.3.1, 5.3.2, 5.3.3.

O efeito do OEHM (nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/Kg, viai.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
na dose de 50mg/Kg, via i.p.) isoladamente sobre o nimero de cruzamentos foi mostrada na

figura 5.3.1. Neste pardmetro, os tratamentos com OEHM reduziram, de forma significativa, o
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nimero de cruzamentos dos animais em relacdo ao controle: S (84,44 + 2,30), OEHM 25
(68,22+2,00), OEHM 50 (70,44+2,05), OEHM 100 (57,33 £ 2,30), OEHM 200 (58,78 + 2,905)
e CIN 50 (51,67 £ 2,41). Em termos percentuais, 0 OEHM nas doses de 25, 50, 100 e 200
mg/Kg e CIN 50 reduziram o NC em 19,20%, 16,57%, 32,11%, 30,38% e 38,80%,
respectivamente, em relacdo ao grupo controle. Os animais tratados com DZP 1 mg/Kg, i.p.,
também apresentaram uma reducdo deste parametro DZP 1 (63,89 + 0,807) em relacdo ao
respectivo controle em 24,33%. Quando comparadas as doses do OEHM 25 e 200 mg/Kg,

observa-se o0 efeito dose resposta.
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Figura 5.3.1: Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, via i.p.) sobre o nimero de cruzamentos (NC), de camundongos submetidos ao
campo aberto. As colunas representam média * erro padrdao da média (EPM), analisados através
da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: “a, b,
c, d, e, f, g7 vs S, DZP1, OEHM 25, OEHM 50, OEHM 100, OEHM 200, CIN 50
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S = solucdo salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 1 =1
mg/kg, viai.p., (C)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d)OEHM
50 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 50 mg/Kg, via i.p., ()OEHM 100 = Oleo essencial de
Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., ()OEHM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200
mg/Kg, via i.p. e (g)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..
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No tocante ao nimero de grooming (NG), o OEHM apresentou reducdo significativa do
referido parametro, em todas as doses em relacdo ao grupo controle, S (4,22 + 0,28), OEHM
25 (2,89 + 0,45), OEHM 50 (2,67 + 0,17), OEHM 100 (1,78 + 0,28), OEHM 200 (1,56 + 0,17)
e CIN 50 (1,33 £0,23) em 31,51%, 36,72%, 57,81%, 63,03% e 68,48%, respectivamente. Nos
animais tratados com DZP 1 mg/Kg foi percebida reducdo do NG em 50%, DZP 1 (2,11 + 0,11)
quando comparado ao grupo controle (Figura 5.3.2).
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Figura 5.3.2: Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, via i.p.) sobre o numero de grooming (NG), de camundongos submetidos ao campo
aberto. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da
ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: “a, b, c,
d,e, f,g”vs S, DZP1, OEHM 25, OEHM 50, OEHM 100, OEHM 200, CIN 50 respectivamente,
guando p<0,05. Onde, (a)S = Solucao salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 1 = 1 mg/kg, via i.p., (c)
OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d)OEHM 50 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 50 mg/Kg, via i.p., (€)OEHM 100 = Oleo essencial de Hyptis
martiusii 100 mg/Kg, via i.p., e (f) OEHM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg,
via i.p., e (g)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

Da mesma forma, foi observado que o tratamento com as doses de OEHM 25 (3,33
0,55), OEHM 50 (2,33 + 0,67), OEHM 100 (2,11 + 0,35), OEHM 200 (1,22 + 0,55), assim
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como com CIN 50 (2,78 £ 0,57) e com DZP 1 (1,67 + 0,17) reduziu o nimero de rearing (NR)
quando comparados ao grupo S (5,33 = 0,29). Em termos percentuais, tal reducéo correspondeu
a 37,52%, 56,28%, 60,41%, 77,11%, 47,84% e 68,66%, respectivamente (Figura 5.3.3).
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Figura 5.3.3: Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, via i.p.) sobre o nimero de rearing (NR) de camundongos submetidos ao campo
aberto. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da
ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: “a, b, c,
d, e, f, g vs S, DZP1, OEHM 25, OEHM 50, OEHM 100, OEHM 200, CIN 50,
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S = Solucédo salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 1 =1
mg/kg, viai.p., (C)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d) OHEM
50 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 50 mg/Kg, via i.p., ()OEHM 100 = Oleo essencial de
Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., ()IOEHM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200
mg/Kg, via i.p., e (g)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..
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5.4  AVALIACAO DA COORDENACAO MOTORA —ROTAROD

Neste teste, 0 OEHM (nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/Kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-
cineol na dose de 50mg/Kg, via i.p.), ndo causaram alteracdes sobre a coordenacdo motora
(tempo de permanéncia sobre a barra giratéria — TP e o nimero de quedas — NQ) dos
camundongos submetidos ao Rota Rod, como pode ser observado na tabela 5.4.1.

O efeito do diazepam na dose de 5 mg/Kg, via i.p., entretanto, causou diminuicao
significativa em 84,95 % do tempo de permanéncia dos animais sobre o aparelho, e promoveu
um aumento significativo em 144% no nimero de queda dos animais durante o teste, quando

ambos os resultados foram comparados ao controle.

Tabela 5.4.1. Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e CIN 50 (1,8 cineol 50mg/Kg,
I.p.) sobre a coordenacdo motora de camundongos submetidos ao teste do Rota Rod.

Grupos Numero de Quedas Tempo de Permanéncia
(segundos)
S 0,0+0,0 60 £ 0,0
DZP 5 1,44 +0,18° 32,44 + 3,542
OEHM 25 0,0 +0,0° 60 + 0,0°
OEHM 50 0,0 £0,0° 60 + 0,0°
OEHM 100 0,0 £0,0° 60 +0,0°
OEHM 200 0,0 £0,0° 60 +0,0°
CIN 50 0,11 +0,11° 59,67 +0,33°

Os dados representam a média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA,
seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: a, b, ¢, d, e, f, g vs
S, DZP 2, OEHM 25, OHEM 50, OHEM 100, OHEM 200, CIN 50, respectivamente, quando
p<0,05. Onde, (a)S = solucéo salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 5 = Diazepam 5 mg/Kg, via i.p.,
(c)OHEM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d)OHEM 50 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 50 mg/Kg, via i.p., (€)OEHM 100 = Oleo essencial de Hyptis
martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (JOHEM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg,
via i.p., e (g)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..
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5.5 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO

A analise do possivel efeito ansiolitico do OEHM foi realizada no teste do LCE, onde
foram analisados quatro parametros comportamentais: o numero de entradas nos bracos abertos
(NEBA) e fechados (NEBF); o tempo de permanéncia nos bragos abertos (TPBA) e fechados
(TPBF) dos animais do labirinto em cruz elevado.

Neste teste, 0o OEHM 25 mg/Kg (2,78 £ 0,36), 50 mg/Kg (3,11 £ 0,51), 100 mg/Kg (3,67
+ 0,47) e 200 mg/Kg (3,67 + 0,28) e CIN 50 (3,00 + 0,50) ndo apresentaram resultados
significativos sobre o NEBA de camundongos submetidos ao labirinto em cruz elevado em
relagdo ao grupo S (3,55 = 0,18). No entanto, houve um aumento significativo do pardémetro no
grupo DZP 1 (12,00 + 0,24) em relagdo ao grupo S, em 238,02% (Figura 5.5.1).
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Figura 5.5.1: Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, via i.p.) sobre o nimero de entradas dos camundongos nos bracos abertos (NEBA).
As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA,
seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: a, b, ¢, d, e, f, g vs
S, DZP 1, OEHM 25, OEHM 50, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50, respectivamente, quando
p<0,05. Onde, (a)S = Solugdo salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 1 = 1 mg/kg, via i.p., () OEHM 25
= Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d)OHEM 50 = Oleo essencial de
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Hyptis martiusii 50 mg/Kg, via i.p., (€)OEHM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100
mg/Kg, via i.p., (fOEHM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., e
(9)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

No numero de entradas nos bragos fechados (NEBF), nos grupos tratados com OEHM,
as doses de 25 mg/Kg (9,56 + 0,1757), 50 mg/Kg (10,89 + 0,42), 100 mg/Kg (9,67 + 0,52), 200
mg/Kg (8,22 £ 0,22) e CIN 50 (9,89 * 0,96) diminuiram este parametro em 27,68%, 17,62%,
26,85%, 37,82% e 25,19%, respectivamente, em relacao ao grupo S (13,22 = 0,57). Do mesmo
modo, o grupo DZP 1 (8,67 = 1,302) diminuiu 0 NEBF em 34,42% quando comparado com 0
grupo controle (Figura 5.5.2). Entretanto, quando aplicado o teste t-student entre as doses 25 e

200 mg/Kg do OEHM, foi encontrado diferenca significante entre as duas doses.
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Figura 5.5.2: Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, via i.p.) sobre o nimero de entradas dos camundongos nos bragos fechados (NEBF).
As colunas representam média * erro padrdao da média (EPM), analisados através da ANOVA,
seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: a, b, ¢, d, e, f, g vs
S, DZP 1, OEHM 25, OEHM 50, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50, respectivamente, quando
p<0,05. Onde, (a)S = Solucdo salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 1 =1 mg/kg, via i.p., (C)OEHM 25
= Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg,via i.p., (d)OHEM 50 = Oleo essencial de Hyptis
martiusii 50 mg/Kg, via i.p., (©)OEHM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg,
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via i.p., (JOEHM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., e (g)CIN 50 =
1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

Em relacdo TPBA ao néo foi observada diferenca entre os grupos tratados com o OEHM
25 mg/Kg (26,78 £ 3,70), 50 mg/Kg (52,67 £ 8,87), 100 mg/Kg (60,22 + 8,82) e 200 mg/Kg
(63,33 + 6,65) e CIN 50 (52,00 + 9,81) e o grupo controle S (64,89 £ 7,59) e DZP 1. Apenas 0
grupo DZP 1 (179,20 £+ 15,61) apresentou aumento de 176,16% neste parametro quando

comparado ao grupo controle S (Figura 5.5.3).
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Figura 5.5.3: Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, via i.p.) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos nos bragos abertos
(TPBA). As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados através da
ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: a, b, c, d,
e, f,gvsS, DZP 1, OEHM 25, OEHM 50, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50, respectivamente,
quando p<0,05. Onde, (a)S = Solucédo salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 1 = 1 mg/kg, via i.p.,
(c)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d)OHEM 50 = Oleo
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essencial de Hyptis martiusii 50 mg/Kg, via i.p., (€)OEHM 100 = Oleo essencial de Hyptis
martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (fOEHM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg,
via i.p., e (g)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

Por fim, na analise do TPBF, o grupo tratado com DZP 1 (82,78 + 11,68) reduziu este
parametro em 58,63% quando comparado ao controle S (200,1 £ 5,23) (Figura 5.5.4). Nao foi
evidenciado resultado significante tanto nas doses do OEHM 25 mg/Kg (196,3 £ 4,37), 50
mg/Kg (195,70 + 5,97), 100 mg/Kg (195,40 + 5,61) e 200 mg/Kg (176,30 + 4,69), quanto em
CIN 50 (185,00 + 6,68) em relacdo ao grupo S.
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Figura 5.5.4: Efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, via i.p.) sobre o tempo de permanéncia dos camundongos nos bracos fechados
(TPBF). As colunas representam meédia + erro padréo da média (EPM), analisados através da
ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: a, b, c, d,

e, f,gvsS,DZP 1, OEHM 25, OEHM 50, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50, respectivamente,
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quando p<0,05. Onde, (a)S = Solucdo salina 0,9%, via i.p, (b)DZP 1 = 1 mg/kg, via i.p.,
(c)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d)OHEM 50 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 50 mg/Kg, via i.p., (€)OEHM 100 = Oleo essencial de Hyptis
martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (JOEHM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg,
via i.p., e (9)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

56 POTENCIALIZACAO DO TEMPO DE SONO INDUZIDO POR PENTOBARBITAL

O efeito sedativo-hipnético do OEHM e do CIN 50 foi analisado neste teste, segundo a
avaliacdo da laténcia (tempo de inducéo do sono, em segundos) e da duracdo do sono (duragéo
da perda do reflexo postural, reflexo de endireitamento, em segundos) dos animais.

A figura 5.6.1 apresenta a laténcia da perda do reflexo postural dos grupos testados. Foi
observado que o grupo CIN 50 (189,30 + 29,33) e DZP 2 (160,0 £ 29,95) foram capazes de
diminuir significativamente em 50,65% e 58,28%, respectivamente, o tempo, em segundos,
para o inicio da hipnose induzida pelo pentobarbital, em relacdo ao grupo S (383,6 + 25,74).
Tal efeito, entretanto, ndo foi observado nos grupos tratados com o OEHM nas doses de 25
mg/Kg (315,7 + 16,45), via i.p, 100 (314,3 + 13,15), via i.p., e 200 mg/Kg (304,3 + 17,91), via
i.p..
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Potencializacdo do Tempo de Sono
Induzido por Pentobarbital
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Figura 5.6.1: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol 50mg/Kg,
via i.p.) sobre a laténcia de sono (medidos em segundos) dos camundongos tratados com
pentobarbital 40 mg/Kg, viai.p.. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores
significativos: a, b, c, d, e, f vs S, DZP 2, OEHM 25, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50,
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S = Soluc¢do salina 0,9%, via i.p., (b)DZP 2 = 2
mg/Kg, via i.p., (¢c)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p.,
(d)OHEM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (€) OHEM 200 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., e (f)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

A duracdo da perda do reflexo postural dos grupos experimentais foi: DZP 2 (5614 +
381,9), OEHM 25 (3056 + 228,3), OEHM 100 (3521 + 303,1), OEHM 200 (6046 + 730,7),
CIN 50 (7392 * 593,8). Entretanto, s6 houve aumento significativo do efeito nos grupos
tratados com DZP 2, OEHM 200 mg/Kg e CIN 50, os quais elevaram o tempo de duracdo da
acdo hipndtico-sedativa em 86,82%, 101,19% e 146%, respectivamente, em relacdo ao grupo
controle S (3005 + 209,6) (Figura 5.6.2).
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Potencializacdo do Tempo de Sono
Induzido por Pentobarbital
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Figura 5.6.2: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol 50mg/Kg,
via i.p.) sobre a duracdo do sono (medidos em segundos) dos camundongos tratados com
pentobarbital 40 mg/Kg, viai.p.. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM),
analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores
significativos: a, b, c, d, e, f vs S, DZP 2, OEHM 25, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50,
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S = Soluc¢do salina 0,9%, via i.p., (b)DZP 2 = 2
mg/Kg, via i.p., (¢c)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p.,
(d)OHEM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (€) OHEM 200 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., e (f)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

5.7 POTENCIALIZACAO DO TEMPO DE SONO INDUZIDO POR ETER ETILICO

O efeito sedativo e hipnético do OEHM foi investigado também neste teste, através da
andlise da laténcia e duragdo da perda do reflexo postural dos animais, os quais séo apresentados
nas figuras 5.7.1 e 5.7.2, respectivamente. Para 0 primeiro parametro tem-se o seguinte
resultado: DZP 2 (18,56 + 0,50), OEHM 25 (22,89 + 0,68), OEHM 100 (21,56 + 0,85) e OEHM
200 (15,11 = 0,63). Nele, os grupos DZP 2 e OEHM 200 diminuiram em 10,68% e 27,28%,
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respectivamente, a laténcia de sono do animal, quando comparado ao grupo controle S (20,78
+ 0,6186).

Potencializagcao do Tempo de Sono
Induzido por Eter Etilico
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Figura 5.7.1: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) sobre a laténcia de perda do
reflexo postural induzido por éter. As colunas representam média + erro padrdo da média
(EPM), analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc);
Valores significativos: a, b, c, d, e vs S, DZP 2, OEHM 25, OEHM 100 e OEHM 200,
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S = Soluc¢éo salina 0,9%, via i.p., (b))DZP 2 = 2
mg/Kg, via i.p., (¢)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p.,
(d)OHEM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., e (€)OHEM 200 =
Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p..

Para a duragdo da perda do reflexo postural tem-se o seguinte resultado: DZP 2 (290,4
+ 14,54); OEHM 25 (69,11 + 3,446); OEHM 100 (90,67 + 8,02) e OEHM 200 (160,9 * 4,680)
(figura 5.7.2). Pode-se observar que o0s grupos tratados com DZP 2, OEHM 200 apresentaram,
respectivamente, um aumento da duragdo do sono em 291,26% e 116,78%, respectivamente,
quando comparados ao grupo controle S (74,22 + 4,418).
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Figura 5.7.2: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) sobre a duragdo do sono induzido
por éter. As colunas representam média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da
ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: a, b, ¢, d,
evs S, DZP 2, OEHM 25, OEHM 100 e OEHM 200, respectivamente, quando p<0,05. Onde,
(8)S = Solucdo salina 0,9%, via i.p., (0)DZP 2 = 2 mg/Kg, via i.p., (¢)OEHM 25 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p., (d)OHEM 100 = Oleo essencial de Hyptis
martiusii 100 mg/Kg, via i.p., e (€)OHEM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg,

via i.p..

5.8  CONVULSOES INDUZIDAS POR PENTILENOTETRAZOL

O efeito do OEHM e do CIN 50 sobre as convulsdes foi estudado neste teste, que
utilizou como agente pro-convulsivante o pentilenotetrazol (PTZ 80 mg/Kg, via i.p.) e como
parametros de avaliacdo: laténcia para o aparecimento da primeira convulséo e o tempo de

morte (ambos em segundos).
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Nos testes de convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ), foram observados os
seguintes resultados para a laténcia de primeira convulsdo: S (139,1+ 10,62), diazepam 2 mg/Kg
(1800 + 0), OEHM 25 mg/Kg (139,6 + 8,79), OEHM 100 mg/Kg (195,2 + 27,59), OEHM 200
mg/Kg (207,4 £ 13,88) e CIN 50 (211,9 £ 33,65) (Figura 5.8.1). Aplicando o teste t-student,
apenas a dose de 200 mg/Kg do OEHM apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle
S, aumentando em 49,10% o parametro em questdo. Somando-se a este efeito, o diazepam 2
mg/Kg apresentou um aumento significativo da laténcia de primeira convulsdo em 1194%

quando comparado com o controle S.
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Figura 5.8.1: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol 50mg/Kg,
via i.p.) sobre a laténcia da 1% convulsdo de camundongos tratados com pentilenotetrazol (PTZ)
80mg/Kg, via i.p.. As colunas representam média + erro padrdo da média (EPM), analisados
através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores
significativos: a, b, c, d, e, f vs S, DZP 2, OEHM 25, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50,
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S = Soluc¢éo salina 0,9%, via i.p., (b))DZP 2 = 2
mg/Kg, via i.p., (¢c)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p.,
(d)OHEM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (€) OHEM 200 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., e (f)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..
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O ultimo parametro avaliado no teste foi a laténcia de morte, onde foram observados os
seguintes resultados: S (466,1 + 97,90), diazepam 2 mg/Kg (1800 + 0), OEHM 25 mg/Kg (472,4
+ 97,70), OEHM 100 (1100 + 114,0), OEHM 200 mg/Kg (1574 + 154,1) e CIN 50 (1585 +
121,0) (Figura 5.8.2.). Observa-se que as doses de 100 e 200 mg/Kg do OEHM, CIN 50 e o
grupo diazepam 2 mg/Kg aumentou em 136%, 237,69%, 240,05% e 286,18%, respectivamente,
a laténcia de morte em comparagdo ao grupo S. quando comparadas entre si, as doses de 25 e

200 mg/Kg apresentaram diferenca significativa, evidenciando a relagdo dose-efeito.
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Figura 5.8.2: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/kg), viai.p.) e CIN 50 (1,8-cineol 50mg/Kg,
via i.p.) sobre a laténcia de morte de camundongos tratados com pentilenotetrazol (PTZ)
80mg/Kg, via i.p.. As colunas representam media + erro padrdo da média (EPM), analisados
através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores
significativos: a, b, ¢, d, e, fvs S, DZP 2, OEHM 25, OEHM 100, OEHM 200 e CIN 50,
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S = Soluc¢do salina 0,9%, via i.p., (b))DZP 2 = 2
mg/Kg, via i.p., ()OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p.,
(d)OHEM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (€) OHEM 200 = Oleo
essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., e (F)CIN 50 = 1,8-cineol 50mg/Kg, via i.p..

59 POTENCIALIZACAO DA CATALEPSIA INDUZIDA POR HALOPERIDOL
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Neste teste o seguinte resultado foi obtido: HALO 0,1 (34,89 £ 11,28); HALO 5,0 (251,0
+ 16,20); OEHM 25 (5,667 + 0,4082); OEHM 100 (13,78 £ 1,78); OEHM 200 (30,78 + 3,515);
CIN 50 (47,3 £ 6,41) OEHM 25* (35,11 + 11,39); OEHM 100* (136,1 + 24,80); OEHM 200*
(252,0 £ 14,56) e CIN 50* (258,4 £ 14,44), ( figura 5.9.1.). De acordo com a figura, 0 grupo
HALO 5,0 apresentou um aumento em 619,40% do tempo de imobilidade do animal na barra

em relagédo ao grupo HALO 0,1.

Né&o foi observada potencializacao do efeito no grupo OEHM 25*, quando comparado
com 0 OEHM 25. Contudo, nos grupos OEHM 100*, OEHM 200* e o CIN 50*, foi observado
um aumento do tempo de imobilidade de 290,08%, 622,26% e 640,61%, respectivamente,
quando comparadas com o grupo HALO 0,1. Observa-se também que os grupos OEHM 100*
e 200* e CIN 50*, quando comparados com aqueles que receberam o oOleo essencial
isoladamente, nas mesmas doses, apresentaram um aumento de 887,66, 718,71 e 446,30 %,

respectivamente, do tempo de imobilidade do animal.
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Figura 5.9.1.: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol 50mg/Kg,
via i.p.) sobre a potencializacdo da catalepsia induzida por haloperidol (5mg/Kg, i.p.) em
camundongos. A barra controle referente ao resultado do grupo S (solucdo salina 0,9%, viai.p.)
foi omitida pois o tempo de imobilidade é zero. As colunas representam média * erro padréo
da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido de Student-Newman-Keuls (teste post
hoc); Valores significativos: a, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j vs HALO 0,1; HALO 5,0; OEHM 25;
OEHM 100; OEHM 200; CIN 50; OEHM 25*; OEHM 100*; OEHM 200* e CIN 50%*,
respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)HALO 0,1 = haloperidol 0,1mg/Kg, via i.p.,
(b)HALO 5,0 = haloperidol 5mg/Kg, via i.p., (c)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii
25 mg/Kg, via i.p., (d) OEHM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p.,
(e)OHEM 200 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., (F)CIN 50 = 1,8-cineol
50 mg/Kg, via i.p., (g)OEHM 25* = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p. +
haloperidol 0,1mg/Kg, via i.p., ("\OEHM 100* = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100
mg/Kg, via i.p. + haloperidol 0,1mg/Kg, via i.p, ()OEHM 200* = Oleo essencial de Hyptis
martiusii 200 mg/Kg, via i.p. + haloperidol 0,1mg/Kg, via i.p e (j)CIN 50* = 1,8-cineol 50
mg/Kg, via i.p. + Haloperidol 0,1 mg/Kg, via i.p..

5.10 HIPERCINESIA INDUZIDA POR CETAMINA

Na avaliacdo da acdo do OEHM e CIN 50 na hiperlocomogé&o induzida por cetamina, a
atividade locomotora dos animais (nimero de cruzamentos) foi considerada como parametro
de analise, onde foram obtidos os seguintes resultados: S (183,6 £ 7,509); CETA 20 (340,6 +
8,659); HALO 0,2 (38,22 + 4,044); OEHM 25 (200,6 + 7,616); OEHM 100 (120,7 + 5,022);
OEHM 200 (115,6 £ 5,276); CIN 50 (109,7 £ 5,233); HALO 0,2* (31,22 + 3,057); OEHM 25*
(345,2 + 7,354); OEHM 100*(195,4 + 6,594); OEHM 200* (194,8 + 5,542) e CIN 50* (170,3
+17,95);
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Neste contexto, os animais que foram tratados com cetamina 20 mg/Kg (CETA 20) via
I.p. apresentaram um aumento da atividade locomotora em 85,51%, quando comparados com
os animais do grupo S. O HALO 0,2 causou diminui¢do do parametro em relacdo aos grupos S
e CETA 20 em, 79,18% e 88,78%, respectivamente. Os grupos tratados com HALO 0,2*,
OEHM 100*, OEHM 200* e CIN 50* provocaram diminuigédo da hipercinesia induzida pela
cetamina 20 mg/kg, i.p., quando comparadas ao grupo tratado apenas com a mesma em 90,83%,

42,63%, 42,80% e 50%, respectivamente.
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Hipercinesia Induzida por Cetamina
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Figura 5.10.1.: Efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, via i.p.) e CIN 50 (1,8-cineol
50mg/Kg, viai.p.) sobre a hiperlocomocao induzida por cetamina em camundongos. As colunas
representam média * erro padrdo da média (EPM), analisados através da ANOVA, seguido de
Student-Newman-Keuls (teste post hoc); Valores significativos: a, b, c,d, e, f, g, h i, j, I, mvs
S; CETA 20; HALO 0,2; OEHM 25; OEHM 100; OEHM 200; CIN 50; HALO 0,2*; OEHM
25*; OEHM 200*; OEHM 200* e CIN 50*, respectivamente, quando p<0,05. Onde, (a)S =
Solucéo salina 0,9%, via i.p., (b)CETA 20 = Cetamina 20 mg/Kg, via i.p.; (¢()HALO 0,2 =
haloperidol 0,2mg/Kg, via i.p., (d)OEHM 25 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg,
viai.p., ()OHEM 100 = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p., (HOHEM 200
= Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p., (g)CIN 50 = 1,8-cineol 50 mg/Kg, via
I.p., (W HALO 0,2* = haloperidol 0,2mg/Kg, via i.p. + Cetamina 20 mg/Kg, via i.p.; (lOEHM
25* = Oleo essencial de Hyptis martiusii 25 mg/Kg, via i.p. + Cetamina 20 mg/Kg, via i.p.,
(j)OEHM 100* = Oleo essencial de Hyptis martiusii 100 mg/Kg, via i.p. + Cetamina 20 mg/Kg,
viai.p, (I)OEHM 200* = Oleo essencial de Hyptis martiusii 200 mg/Kg, via i.p. + Cetamina 20
mg/Kg, via i.p e (m)CIN 50* = 1,8-cineol 50 mg/Kg, via i.p. + Cetamina 20 mg/Kg, via i.p..
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6 DISCUSSAO

A psicofarmacologia nasceu na década de 50 por conta da necessidade de estudar drogas
que tinham efeitos comportamentais especificos que pudessem tratar com sucesso certos
transtornos psiquiatricos. Nos dias atuais, as areas com intensa pesquisa comportamental sdo as
dos transtornos psiquiatricos (esquizofrenia, ansiedade, depressdo, entre outros) e das doencas
neurodegenerativas (Parkinson, doenca de Alzheimer). A caracteristica em comum a estas
patologias é a disfuncdo comportamental que modifica atividades normais do individuo na sua
vida diaria (LAPA et al., 2008).

Desde a declaracdo de Alma — Ata, em 1978, a OMS tem se posicionado a favor da
utilizacdo de plantas medicinais no contexto sanitario, sabendo que 80% da populacdo mundial
faz uso dessas plantas ou preparacGes destas no que se refere a atencdo primaria de salde. Neste
interim, destaca-se a participacdo dos paises em desenvolvimento, ja que eles sdo detentores de
67% das espécies vegetais do mundo (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1979;
LIMA et al., 2010).

Os farmacos que alteram as funcdes mentais e em especial as plantas exercem grande
fascinio, muitas vezes arraigadas a crencas, misticismo e ritos religiosos. Grande nimero de
plantas que conseguem alterar o estado de consciéncia, sdo utilizadas para o tratamento de
desordens cronicas psiquiatricas (CARLINI, 2003).

Dentre a grande variedade de produtos de origem vegetal, 0s 6leos essenciais de espécies
aromaticas, assim como 0s seus constituintes quimicos tém sido largamente estudados e um
consideravel nimero de efeitos vem sendo elucidados em nivel de SNC (HEUBERGER et al.,
2008; BLANCO et al., 2009). Muitos Oleos essenciais possuem varias propriedades
farmacoldgicas, como ansiolitica (FATURI et al., 2010), analgésica (RADULOVI'C et
al.,2011; KHALID et al., 2011) e anticonvulsivante (TOSUN et al., 2008; BLANCO et al.,
2009). Em seu estudo, Brochet (1999) justifica a grande variedade de efeitos farmacoldgicos

devido a marcante diversidade estrutural de seus constituintes.
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No tocante a analise quimica do 6leo da espécie Hyptis martiusii Benth, foram
identificados 20 compostos quimicos, todos eles da classe dos terpenos. Dentre esses compostos
ha a presenga dos terpenos: a-pineno, B-pineno, limoneno, dentre outros citados na Tabela 5.1.1.
Como composto majoritario foi encontrado o terpeno, o 1,8-cineol.

J& foi mostrado que muitos representantes da familia Lamiaceae apresentam semelhanca
quando a composi¢do quimica de seus Oleos essenciais. Menichini e colaboradores (2009)
identificaram uma grande riqueza de terpenos em quatro espécies de Teucrium (Lamiaceae),
destacando-se 0 a-cadineno, 6xido de cariofileno, a-pineno. Satureja hortensis, uma outra
Lamiaceae, apresentou em seu Oleo essencial 0S compostos a-pineno e [-pineno
(HAJHASHEMI et al., 2012).

Dentre os estudos ja realizados com algumas espécies do género Hyptis, percebeu-se em
sua constituicdo alguns destes componentes quimicos e também muitos outros, atribuindo
diversos efeitos farmacoldgicos. E o caso da presenca da canfora, 1,8-cineol, o-pineno, p-
cariofileno em Hyptis crenata Pohl, com atividade antiulcerogénica (DINIZ et al., 2013); do
eucaliptol, B-pineno, (+)-careno, trans-p-cariofileno, germancreno em Hyptis suaveolen (L.),
com atividade antifangica (MOREIRA et al., 2010); do a-pineno, B-pineno, cineol em Hyptis
spicigera Lam (TAKAYAMA et al., 2011). Em uma catalogacéo realizada foi evidenciado que
0 B-pineno geralmente vém acompanhado do a- pineno (SETZER et al., 1999).

Quimicamente, os terpenos sdo caracterizados por apresentarem em suas cadeias um
namero de dez carbonos podendo ser classificados com relacdo a forma de sua cadeia em
aciclicos, ciclicos e monociclicos (BREITMAIER, 1999).

Muitos monoterpenos comumente presentes em Oleos essenciais destacam-se na
literatura, como linalol (ELISABETSKY et al., 1995; BATISTA et al., 2010; COELHO et al.,
2011) e limoneno (VALE et al., 2002; SHELTON et al., 2004) que tem acdo anticonvulsivante.
Bastos (2009) relata os efeitos do 1,8-cineol na broncodilatacdo e acdo anti-inflamatéria. Ha
evidéncias que mostram que compostos que sdo derivados de monoterpenos também possuem
propriedades farmacoldgicas no SNC, tais como antinociceptiva (OLIVEIRA et al., 2008) e
também anticonvulsivante (SOUSA et al., 2007).

Neste vasto mundo de descobertas cientificas ha varios critérios que normalmente sdo
seguidos a fim de elucubrar os efeitos farmacologicos de um material ou composto quimico.
Sendo assim, muitos compostos tiveram suas atividades comprovadas através de testes
laboratoriais, experimentos estes que tiveram como resultados efeito sedativo, tranquilizante e

anticonvulsivante (PASSOS et al., 2009).
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Neste contexto, inicialmente, foi realizado uma triagem farmacoldgica na busca de
possiveis alteraces comportamentais, decorrentes do tratamento com o OEHM. O teste
Hipocratico € um procedimento relevante, que avalia os efeitos gerais de uma substancia em
nivel de SNC e/ou Autdbnomo de forma qualitativa (ALMEIDA et al., 1999; ALMEIDA,
OLIVEIRA, 2006). No presente trabalho, verificaram-se o0s possiveis efeitos toxicos e de
letalidade do OEHM em consequéncia do aumento progressivo de doses, em grupos distintos

de camundongos.

Os resultados encontrados do screening hipocratico sugerem uma atividade depressora
sobre o SNC atribuida ao OEHM, tendo em vista a diminuicdo da motilidade e sedacéo
observadas nas doses superiores a 100 mg/Kg, i.p. Assim como a partir da dose de 2000 mg/Kg
onde se observou a diminuicdo da frequéncia cardiaca e morte de alguns animais. Em estudo
anterior, Lima (2009) cita a realizacdo de uma triagem farmacoldgica, onde relatou a presenca
de atividade depressora do SNC atribuida ao limoneno. Depois de analisados os efeitos das
doses no teste hipocratico (MALONE; RIBOCHAUD, 1983) foi encontrado como valor de
dose 2000 mg/Kg de DLsoque serviu de base para a indicacdo das outras doses. Partindo deste
resultado, para a escolha das doses utilizadas neste trabalho, decidiu-se testar as doses inferiores
10% da DLsy, isto é, 25, 50, 100, 200 mg/Kg.

A avaliagdo da toxicidade foi feita tomando como base o fato de que os 6leos essenciais
podem possuir toxicidade tanto aguda quanto crénica, com possivel interacdo com outros 6leos
e/ou farmacos. Essa toxicidade dependerda em sua maioria da dose que for utilizada (DE LA
CRUZ, 2002), ou seja, um produto vegetal pode apresentar riscos de seus efeitos.

Apb6s o teste hipocratico, foram utilizados testes classicos padronizados pela
farmacologia experimental que avaliaram o perfil psicofarmacolégico do OEHM. Foram
realizados os testes do campo aberto, labirinto em cruz elevado, teste de atividade motora,
tempo do sono barbitdrico, tempo de sono etéreo, convulsdes induzidas por pentilenotetrazol,
catalepsia induzida por haloperidol e hipercinesia induzida por cetamina.

Primeiramente os efeitos do OEHM e do CIN 50 foram analisados no teste do CA. Este
teste permitiu avaliar a atividade locomotora/exploratéria dos animais (NOVAS et al., 1988), a
qual é diminuida na presenca de compostos depressores (benzodiazepinicos e neurolépticos),
ou aumentada com a administracdo de drogas estimulantes (anfetaminas, cocaina) (PRUT;
BELZUNG, 2003).

No teste do CA, a droga padrédo foi o diazepam, o qual foi capaz de diminuir os trés

parametros de analise (NC, NG, NR) quando comparado ao controle. Segundo Sousa e
85



colaboradores (2007), o diazepam possui uma significante atividade sedativa. Prut e Belzung
(2003) afirmam que o aumento da atividade locomotora indica efeito estimulante, enquanto a
diminuicdo de NR e NC esta relacionada com efeito sedativo. As quatro doses de OEHM
utilizadas (25, 50, 100, 200 mg/Kg, i.p.) além de seu composto majoritario CIN 50, mostraram
diminuicdo de NC e NR, corroborando com os dados encontrados no screening Hipocratico,
onde aventava um possivel efeito sedativo. A diminui¢do do NC pode estar relacionada com a
reducdo da neurotransmissdo dopaminérgica. Foi visto que animais knockout para receptores
D2 exibiram diminuicdo da locomocéo (ZOU, 2008).

O NR é tido como um comportamento exploratério gerado pela novidade de um
ambiente (CRUSIO, 2001; VAN ABEELEN, 1975). Swanson e colaboradores (1997) afirmam
que a atividade de rearing também esta relacionada com o aumento da atividade dopaminérgica,
ou seja, quanto maior a atividade dopaminérgica, maior a realizacdo de rearing por parte do
animal.

De maneira semelhante ao NG, também foi evidenciada diminui¢do do NR nas quatro
doses do OEHM assim como para CIN 50, quando comparados ao controle. Drago e
colaboradores (1999) dizem que muitos neurotransmissores podem modular o ato da realizacédo
do grooming pelo animal, mas a dopamina esta enfaticamente envolvida no processo. Eles
relatam também que a reducdo do grooming ocorre em animais deficientes de receptor de
dopamina D1. Serafim e Felicio (2001) colaboram com relato anterior de Drago et al.,(1999)
guando afirmam que a neurotransmissdo dopaminérgica no corpo estriado e no nucleo
accumbens parece representar um papel importante no comportamento de grooming. O efeito
do OEHM em reduzir os trés parametros analisados, provavelmente esta relacionado a acao do
constituinte majoritario, o 1,8-cineol. Corroborando com estes achados, Araujo et al. (2009)
mostraram que o Oleo essencial da Alpinia zerumbet (no qual apresentou 1,8-cineol em sua
constituicdo), nas doses de 50 a 100 mg/kg, foi capaz de modificar os comportamentos de ratos
no campo aberto, quando administrado por via intraperitoneal tinta minutos antes dos testes.

A utilizacdo do campo aberto para testar o possivel efeito ansiolitico de um composto,
tem sido sugerido levando em conta que o aumento da ambulacdo do animal na periferia e sua
maior permanéncia na regido central do aparelho seriam indicios de uma diminuicdo da
ansiedade. Esta proposicao, entretanto, foi criticada por alguns autores pelo fato dos parametros
avaliados poderem ser influenciados por inimeros fatores como a exploracdo e a atividade
locomotora (FILE, 1993).
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A perda da coordenagdo motora € uma caracteristica presente em varias desordens
neuroldgicas e um dos efeitos farmacologicos mais facilmente observados em casos de
intoxicacdo (MASSAQUOI; HALLETT, 1998). Os benzodiazepinicos sdo os farmacos mais
prescritos para ansiedade, porém alteram a coordenacdo motora, afetando a execucdo de
atividades que requerem reflexos e controle motor. Esta classe de farmacos inibe os reflexos
polissinapticos e transmissdo internuncial, causando em altas doses depresséo da transmisséo
na juncdo neuromuscular esquelética (KATZUNG et al., 2008).

Dando continuidade aos testes, foi realizada a avalicdo do OEHM e CIN 50 sobre
coordenacdo motora dos animais, por meio do aparelho Rota Rod (HAMM et al.,1994;
PEDERSEN et al., 2009; GOMES et al., 2010). Diante dos resultados, o OEHM e o CIN 50
mostraram auséncia de efeito miorrelaxante, nao alterando a coordenagdo motora dos animais
durante os testes. Os resultados no Rota Rod séo importantes, pois revelam que o OEHM e CIN
50 sdo desprovidos de efeitos prejudiciais ao desempenho motor, e esta caracteristica € valida
quando se deseja que o tratamento farmacolégico ndo cause comprometimento da coordenacao
motora. Da mesma forma que o OEHM e seu composto majoritario, 1,8-cineol, o 6leo essencial
de Ocimun gratissimun L. (Lamiaceae), quando aplicado em ratos ndo apresentou atividade
miorrelaxante no modelo de avaliagdo de coordenagdo motora em aparelho Rota Rod (FREIRE
et al.,2006).

Subsequentemente, foi utilizado o teste de Labirinto em Cruz Elevado para avaliacdo da
atividade ansiolitica. Ele € um modelo animal muito utilizado e validado do ponto de vista
bioquimico, farmacoldgico e comportamental, cujo objetivo é verificar os possiveis efeitos
ansioliticos ou ansiogénicos das substancias. Foi desenvolvido por Handley e Mithani (1984),
posteriormente modificado (PELLOW et al.,1985) e adaptado para camundongos (LISTER,
1987).

Baseado na atividade exploratéria espontanea e na natural aversdo dos animais a
ambientes abertos, os parametros numero de entradas e tempo de permanéncia nos bracos sdo
utilizados como indicadores (LISTER, 1987; PELLOW et al., 1985; MARTINEZ et al., 2005).
Quando colocados no labirinto em cruz elevado, os animais demonstram sinais de medo tais
como: congelamento, defecacdo, micgdo e aumento do nivel plasméatico do hormonio do
estresse, cortisona (ALMEIDA, 2006).

A analise de comportamento relacionado a ansiedade em modelos animais é
fundamentada no fato de que a ansiedade em animais é comparavel a ansiedade em humanos.

Nos testes em modelos animais a ansiedade é avaliada através de sinais comportamentais, tais
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como a atividade exploratéria e locomotora (LEITE; SIQUEIRA, 2006), que se manifestam
quando camundongos sdo introduzidos em uma &rea desconhecida. Estas reacOes se baseiam
em situacdes conflitantes, por exemplo, colocar o animal num ambiente estressante ou diante
de um predador, ocasionando assim algumas respostas comportamentais, seguidas de alteractes
fisiologicas autonémicas (HASCOET; BOURIN, 1998; LEITE; SIQUEIRA, 2006).

Alguns trabalhos afirmam que o efeito ansiolitico dos farmacos benzodiazepinicos €
evidenciado atraves dao aumento do nimero de entradas e do tempo de permanéncia nos bracos
abertos do LCE (TREIT et al., 1993; GANNON et al., 2011). Os grupos de camundongos
tratados com OEHM e com o composto 1,8-cineol ndo apresentaram resultados significativos
com relag&o ao nimero de entradas nos bracos abertos, assim como no tempo de permanéncia
dos mesmos. Houve resultado significativo, apenas, na diminuicdo do NEBF. Segundo Pellow
e colaboradores (1985), drogas antipsicoticas como o haloperidol, apresentam efeito sedativo,
porém sao destituidas de efeito no LCE.

Baseando-se em um preditivo efeito sedativo evidenciado no teste hipocratico e no CA,
o trabalho foi direcionado para os efeitos psicofarmacoldgicos, mais precisamente o efeito
sedativo. Para tanto, foi utilizado o teste de pontecializacdo de tempo de sono barbtitdrico
(ADZU et al., 2002; FANG et al., 2010). Neste estudo foi utilizado o pentobarbital sédico.

Sabe-se que durante 0 sono, a ativacdo GABAérgica dos neurdnios do ndcleo pré-optico
ventro-lateral (VLPO) inibe a ativagdo dos nucleos envolvidos na excitagdo, como o tubero-
mamilar histaminérgico (TMN) ou neur6nicos serotoninérgicos do nucleo dorsal da rafe (NDR)
(SAPER et al., 2001).

A classe de farmacos dos barbitaricos atua potencializando a agdo do GABA, acido v-
aminobutirico, atuando em seu sitio de acdo no receptor GABAA. Sabe-se que os ansioliticos,
hipnoticos e drogas antiepiléticas administradas concomitantemente tém demonstrado o
prolongamento do tempo de sono induzido pelo pentobarbital (HA et al., 2006; SILVA et al.,
2007).

Estudos ja mostraram que os diferentes efeitos comportamentais apresentados pelos
benzodiazepinicos, por exemplo, sdo dependentes da composicao da subunidade o no receptor
GABAA (RUDOLPH et al., 1999), em que a subunidade al intermedeia efeitos sedativos
(MCKERNAN et al., 2000). Por outro lado, a subunidade a2 estaria relacionada aos efeitos
ansioliticos (LOW et al., 2000).

As drogas com caracteristica sedativa reduzem a laténcia para o inicio do sono e

aumentam significativamente o tempo de sono dos animais (ADZU et al., 2002). O OEHM

88



apresentou um padrdo de efeito semelhante aquele descrito anteriormente. Este efeito parece
estar relacionado a presenca do 1,8-cineol em sua constituigdo. Contribuindo com esses relatos,
Freire e colaboradores (2006) demonstraram a existéncia de atividade sedativa decorrente da
aplicacdo do Oleo essencial de Ocimun gratissimun L. (Lamiaceae) em ratos, o qual foi
encontrado como composto majoritério o 1,8-cineol.

O teste da potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital pode sofrer
influéncia de drogas que alteram o funcionamento do sistema microssomal hepatico. Assim,
uma diminuicdo da duracdo do sono pode ser decorrente de uma interacdo do produto com o
complexo P-450, relacionado com o metabolismo da droga no figado, reduzindo a acdo do
pentobarbital (GOLUBKOVA et al., 1998).

Continuando essa investigacdo, buscou-se avaliar uma possivel interferéncia da dose de
25 mg/Kg do OEHM no metabolismo da droga indutora do sono a nivel hepatico, foi entdo
realizado o teste de tempo de sono etéreo. Lapa (2008) sugere a utilizacdo do teste de sono
induzido por éter para avaliar esta hipdtese. Os resultados obtidos mostram que a dose de 25 do
OEHM continuou sem efeito significante uma vez que ndo aumentou a duracdo do sono
induzido por éter, sugerindo assim, que o OEHM néo influenciou na metabolizacdo hepatica
do pentobarbital no teste anterior.

Posteriormente, foi realizado um teste que pudesse avaliar o perfil anticonvulsivante do
OEHM e do CIN 50para tal finalidade foi utilizado o PTZ, uma droga pro-convulsivante
(MEHLA et al., 2010; NOZADZE et al., 2011). O PTZ é um forte estimulante do SNC, agindo
na inibicdo dos canais de cloreto associados a receptores GABAA (LOSCHER; SCHMIDT,
1988). O GABAA é um canal regulado por ligante e possui uma grande permeabilidade para o
cloro. Ha ainda outro tipo de receptor, 0 GABAg, que é acoplado a proteina G, que regula a
atividade dos canais de ion potassio (K*) (KORPI et al., 2002; KRALIC et al., 2002).

Neste teste, 0 OEHM apresentou um significante efeito neuroprotetor na dose de 200
mg/kg assim como o CIN 50, ao prolongar o tempo de morte dos animais (a laténcia de morte).
Sendo assim, o efeito anticonvulsivante/neuroprotetor associado ao OEHM pode ser decorrente
da presenca de seu composto majoritario. As propriedades convulsivas de muitos 6leos volateis
sdo conhecidas desde a segunda metade do século XIX. Os 6leos volateis pro-convulsivantes
contém um ou varios monoterpenos oxigenados, a maioria sdo cetonas biciclicas, todas muito
similares na estrutura quimica e biossintese. Entre os monoterpenos cuja toxicidade pode se
manifestar através de crises convulsivas estdo a fenchona, a pinocanfona, a pulegona, a canfora,
atujona, o sabinilacetato (BURKHARD et al., 1999).
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Sabe-se que a esquizofrenia é uma sindrome altamente incapacitante (CERQUEIRA,
1984). RevisOes sisteméticas ja evidenciaram que apesar da incidéncia da esquizofrenia ser
relativamente baixa (15,2 em cada 100.000 pessoas), a sua prevaléncia é relativamente alta (
7,2 em cada 1.000 pessoas), por ser um transtorno que, tipicamente, comeca cedo na
adolescéncia e se torna cronico (MCGRATH et al., 2004).

O diagnostico de esquizofrenia é de dificil realizacdo, pois se baseia em caracteristicas
clinicas e leva em conta muitos aspectos como sintomatologia, curso e exclusdo de outros
diagnosticos médicos. Os principais sinais clinicos da esquizofrenia podem ser divididos
em trés categorias: sintomas positivos, negativos e de desorganizacdo. Os sintomas positivos
sdo os sinais clinicos que os pacientes tém a mais quando correlacionado com um individuo
saudavel. Delirios e alucinacGes, basicamente. Os delirios sdo alteracdes do pensamento, idéias
infundadas, fora da realidade e culturalmente ndo aceitas sendo que o paciente tem convicgao
na sua existéncia. Os delirios mais frequentes em esquizofrenia sdo de cunho persecutdrio, mas
podem se manifestar como delirios de grandeza. As alucinagbes apresentam-se como
percepcOes sensoriais que envolvem um ou mais 6rgdos dos sentidos. As alucina¢fes mais
caracteristicamente apresentadas por estes individuos sdo as auditivas podendo ser vozes
(somente uma ou varias) fazendo comentérios sobre estes pacientes. No tocante aos sintomas
negativos, sdo caracteristicas que ndo estdo presentes nos esquizofrénicos e incorporam 0s
sintomas como embotamento afetivo (dificuldade de expressar emogfes e sentimentos),
avolicdo (falta de vontade e iniciativa), alogia (discurso sem logica), anedonia (falta de prazer),
além da notdria apatia e isolamento social. Por ultimo, tem-se o quadro de desorganizacao que
incluem comportamento estranho, pensamento desorganizado, afeto inapropriado, déficits
cognitivos e alteracdo da memoria de trabalho e prejuizo na atencdo (BUCHANAN;
CARPENTER, 2005).

Até o momento ainda ndo se tem confirmacdo da etiologia desta doenca. Acredita-se
que ela seja multifatorial, desencadeada por fatores genéticos associados a outros ambientais
(GARCIA et al., 2004; BORELLA, 2013). Entretanto, Buchanan e Carpenter (2005), atribuem
gue uma das hipoteses que postulam esta patologia seria uma alteracdo na funcdo de um ou
mais sistemas dopaminérgicos. Ha alguns achados que dizem que a esquizofrenia esta associada
a baixa de acdo dopaminérgica pré-frontal, entretanto sdo indiretos. Alguns levantamentos
clinicos sugerem relacdo entre baixos niveis de acido homovanilico (metabdlito da dopamina)
em liquor — uma mensuracdo sugere uma baixa de atividade da dopamina preé-frontal — e

desempenho ruim em tarefas envolvendo memoria na esquizofrenia. A utilizacdo de drogas
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agonistas de dopamina podem melhorar o padrdo de ativacdo pré-frontal, dado este que foi
avaliado durante Tomografia por Emissdo de Pdsitrons (PET) enquanto foi realizada uma
tarefa. Os trabalhos que utilizam imagem avaliam a disponibilidade dos receptores D1, mas
ainda os dados encontrados sdo inconclusivos. No entanto, estudos de PET de binding de D,
em cortex pré-frontal, foram consistentes com diminui¢cdo de D1 e uma reducdo mantida da
funcdo dopaminérgica nesta area (SEDVALL; FARDE, 1995; REMY; SAMSON, 2003;
FREDMAN, 2003; DOMINO et al., 2004). Associado a isto, tem-se que um déficit da atividade
dopaminérgica D1 na regido pré-frontal em que esta associada a alteragdes dos pacientes
acometidos com esquizofrenia (REMY; SAMSON, 2003).

O sistema dopaminérgico € composto por cinco receptores, 0S quais se apresentam
acoplados a proteina G em sua estrutura. Os receptores D1-simile (D1 e D5) e D2-simile (D2,
D3, D4) possuem distribuicédo distintas no cérebro, sendo que o D1 se localiza em maior parte
no Estriado (nucleo caudado, putdmen, nacleo de accumbens) e Neocortex; D5 concentra-se
principalmente no Hipocampo. Os receptores D2 encontram-se distribuidos no Estriado,
Hipdfise, Hipotdlamo, Cdrtex Frontal (GOLAN, 2009). As principais projecdes
dopaminérgicas sdo divididas em nigroestriatal, mesolimbica e mesocortical. Na via
nigroestriatal se encontra as projecdes da substancia nigra para o estriado dorsal e esta
relacionada com iniciagdo de movimentos, coordenacdo sensorial e motora, habituacdo e
integracao cognitiva. Na segunda, a via mesolimbica, projeta-se a area tegmental-ventral (ATV)
para estruturas limbicas como estriado e amigdala. Por Gltimo, ndo menos importante, tem-se a
via mesocortical que se projeta ATV para regides corticais, especialmente orbitofrontal, pré-
frontal medial e cingulada, mas também cortex pré-frontal dorso-lateral, temporal e parietal. Os
sistemas mesolimbicos e mesocortical estdo envolvidos na motivacdo, agressividade e atencao
(KAPUR, 2004). O aumento da atividade dopaminérgica no sistema mesolimbico esta
associado a sintomas positivos da esquizofrenia. E uma diminuicdo da liberacdo de dopamina
no coértex frontal, causada por uma hipofuncdo glutamatérgica, leva a formacdo de sintomas
negativos (KAHN; DAVIS, 1995).

Dessa forma, drogas com capacidade de bloquear 0s receptores pds-sinapticos
dopaminérgicos reduzem os sintomas psicéticos dos pacientes com esquizofrenia (SEDVALL;
FARDE, 1995; DOMINO et al., 2004; FREDMAN et al.,, 2003; ABI-DARGHAM;
LAURELLE, 2005; BUCHNAN; CARPENTER et al., 2005).

Ja é de conhecimento da comunidade cientifica que os antipsicoticos representam uma

decisdo de grande relevancia alicercando o tratamento desta patologia (MEYER, 2007,
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TANDON et al.,, 2007). No tocante a estrutura quimica, 0s antipsicoticos sdo um grupo
heterogéneo de drogas psicoativas usados na fase aguda do tratamento, na manutencdo e
prevencdo da recorréncia dos sintomas da esquizofrenia a longo prazo. Os antipsicoticos tipicos
(JOY et al., 2006) bem como os atipicos mostraram-se superiores ao placebo no tratamento da
esquizofrenia (LEUCHT et al., 1999). Relatos de pesquisas sugerem que o potencial de resposta
clinica esta relacionado com a ocupacdo dos receptores D2 (FARDE et al., 1992).

Pellow e colaboradores (1985) relataram que drogas sedativas, porém destituidas de
efeito ansiolitico, apresentam um perfil de droga com acéo neuroléptica, como o haloperidol.
Dessa forma, o conjunto de resultados observados nos testes do CA e LCE sugere que o OEHP
e seu composto majoritario sdo dotados de atividade neuroléptica, a qual parece envolver 0s
receptores dopaminérgicos. Sendo assim, o trabalho foi direcionado para a investigacdo do
perfil neuroléptico da droga teste. Segundo Carlini (1973), a potencializacdo da catalepsia
induzida por haloperidol é um modelo farmacol6gico no qual se observa rigidez muscular
decorrente da administracdo de uma droga neuroléptica como o haloperidol. Neste contexto, 0
OEHM e o CIN 50 foram capazes de potencializar a catatonia (rigidez muscular) nos
camundongos tratados em associacdo com o haloperidol, na maior dose do OEHM quando
comparadas ao grupo controle (Halo 0,1), sugerindo assim, que o 6leo e o 1,8-cineol possam
ser detentores de atividades semelhantes aos desempenhados pelos antipsicéticos.
Corroborando com esta evidéncia, Almeida (2006) afirma que os animais submetidos ao
tratamento com farmacos neurolépticos como o haloperidol apresentam intensa rigidez
muscular. Colaborando com estes resultados, Araujo et al. (2009) mostraram que o Oleo
essencial de Alpinia zerumbet apresentou em sua composi¢do o0 1,8 cineol e este foi capaz de
induzir o comportamento de catalepsia nos animais tratados com esse produto de maneira
analoga a do haloperidol, antagonista de receptores dopaminérgicos, quando administrado por
via intraperitoneal trinta minutos antes dos testes. Além disso, o 6leo essencial foi capaz de
reverter estereotipias induzidas por apomorfina, indicando um possivel efeito antipsicético.

Muitos aspectos podem influenciar na manifestagdo dos chamados “surtos psicoticos”.
Segundo especialistas, o desencadeamento das crises psicéticas fundamenta-se de acordo com
uma mistura entre propensdo genética e fatores externos tais como estresse e drogas ilicitas
(AMANCIO, 2010).

Como j& foi trabalhado, ha a hipdtese dopaminérgica envolvida na explicagdo do
surgimento dos fendmenos ilusérios que sdo desencadeados na esquizofrenia (STEPHEN,

2006). Existem relatos que sugerem a participacdo de outras interagdes neuroquimicas no
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surgimento da esquizofrenia, por exemplo, a perda significativa de interatividade colinérgica,
gerando principalmente os distdrbios cognitivos; hé evidéncias de alteracGes de mediadores que
atuam a nivel cerebral como a adenosina e serotonina, as quais podem agir modulando os
mecanismos dopaminérgicos (FERRE, 2004).

Outra teoria que tenta explicar as provaveis alteracdes cerebrais que propiciam o
aparecimento de desordens psicéticas remete a neurotransmissdo glutamatérgica (STEPHEN,
2007). Este ultimo sistema também parece ter papel importante na fisiopatologia da doenca,
sendo um dos principais neurotransmissores estudados na esquizofrenia. Dentre os achados
cientificos que levaram a pensar na participacdo do glutamato na fisiopatologia da esquizofrenia
pode ser enfatizado niveis diminuidos de glutamato no liquor de portadores de esquizofrenia, a
fenciclidina (PCP da sigla em inglés) e a cetamina, duas drogas antagonistas do receptor
glutamatérgico NMDA, que provocam fortes sintomas que se assemelham aos observados na
esquizofrenia (PARK; HOLZMAN, 1992; KRYSTAL et al., 1994).

Duas teorias foram propostas para explicar a participagdo do glutamato na
esquizofrenia: a teoria da hipofuncdo glutamatérgica (KIM et al., 1980) e a teoria da
hiperfuncdo glutamatérgica (DEAKIN et al, 1989). A teoria da hipofuncdo glutamatérgica
dispde a respeito de uma deficiéncia do receptor glutamatérgico de areas do cortex frontal, que
causa um estimulo no sistema dopaminérgico (KIM et al, 1980). A teoria da hiperfuncéo
glutamatérgica trata acerca de uma hipofuncdo de receptores NMDA no cortex temporal,
gerando uma tentativa de compensacdo do sistema glutamatérgico no cortex frontal, por meio
de uma maior ativacdo de receptores AMPA, KAINATO e metabotropicos; isto, somado a
liberag&o provocada de outros neurotransmissores, como a dopamina, levariam aos quadros da
esquizofrenia (DEAKIN et al., 1989; DEAKIN; SIMPSON, 1997; SIMPSON et al., 1998;
DURSUN; DEAKIN, 2001).

O sistema glutamatérgico age como um regulador cortical da liberagdo de monoaminas,
tanto por um estimulo positivo através de neuronios glutamatérgicos, quanto através de
neurbnios GABAEérgicos usados como freio, utilizando parcialmente vias de feedback do
estriado e do tdlamo (CARLSSON et al., 2001). O sistema glutamatérgico é formado por dois
tipos de receptores, ionotrépicos e metabotropicos. Os receptores ionotrépicos sdo divididos
em: NMDA, AMPA e KAINATO. Cada um destes receptores ¢ diferente quanto a sua sub-
unidade e sitio de ligacdo. O desequilibrio deste sistema pode gerar tanto acréscimo quanto a
diminuicdo de monoaminas em determinadas areas do cérebro, ocasionando seu sintoma

caracteristico. Como exemplo, a diminuicdo de liberacdo de dopamina no cortex frontal,
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causada por uma hipofuncdo glutamatérgica, leva a formagdo de sintomas negativos. E
complexo a forma com que o sistema glutamatérgico regula as monoaminas e a sua propria;
acredita-se que haja um sistema de inter-regulacdo entre os diferentes tipos de receptores
glutamatérgicos e apesar do NMDA ser o mais focado, alteracdes em qualquer outro receptor
pode se assemelhar a uma condic¢do de funcionamento anormal do NMDA. Modificagdes nos
receptores metabotrdpicos, apesar de hipoteticamente parecer promissor, ainda possuem poucos
estudos na area. Os receptores do tipo Kainato estdo alterados em diversas areas corticais na
esquizofrenia (NISHIKAWA et al., 1983), porém nado foi descrita nenhuma alteracdo deste
receptor em areas subcorticais (MEADOR- WOODRUFF et al., 2001; NOGA et al., 1997).
Vaérios achados indicam para um decréscimo da expressdo do receptor tipo AMPA no lobo
temporal médio, associando alteracdes da expressao génica da subunidade do receptor, levando
a crer que este tipo de receptor possa estar alterado em outras areas do cérebro (MENUZ;
NICOLL, 2008).

Sedimentando os achados relacionados ao perfil dos antipsicéticos das drogas aqui
testadas, foi realizado outro modelo farmacoldgico, a hipercinesia induzida pela cetamina. A
cetamina é uma droga que em quantidade apropriada, atua antagonizando competitivamente o
receptor NMDA, ligando-se a um sitio no canal (TSAI; COYLE, 2002). A cetamina gera
sintomas psicoticos em subdoses (SEEMAN et al., 2005), delirios e outros disturbios do
pensamento e comprometimento cognitivos. Associados a isto, ainda pode causar sintomas
negativos em pessoas normais e esquizofrénicos compensados (ARAUJO, 2011).

Entre os modelos de farmacologia experimental, mais precisamente da esquizofrenia, o
de diminuicdo da funcgdo do receptor NMDA € o que possibilita quadros psicéticos que mais se
parecem com a esquizofrenia. Esses modelos induzidos por agentes que antagonizam o receptor
NMDA, como a cetamina, provocam sintomas positivos em cobaias sadias. Somando-se a isto,
estes agentes induzem varios outros sintomas que sdo tipicos dessa doenca, como 0s sintomas
negativos, anteriormente descritos, transtorno do pensamento (desagregagdo do pensamento,
circunstancialidade, etc.) e déficits neuropsicoldgicos similares aos observados na
esquizofrenia (KRYSTAL, 1994; NEWCOMER, 1999).

Como pode ser visto nos resultados, a cetamina 20 mg/Kg, provoca o aumento do
numero de cruzamentos por parte do animal, entretanto o haloperidol, um antagonista
dopaminérgico, causou a diminui¢cdo da atividade locomotora. Da mesma forma, Malveira e
colaboradores (2004) ratificam a presenca destes resultados para a avaliagdo do perfil

neuroléptico de um composto.
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O OEHM na dose de 200 mg/Kg e o CIN 50 foram capazes de diminuir a atividade
locomotora induzida pela cetamina, apresentaram um padrdo de efeito semelhante as drogas
antipsicoticas uma vez que estes compostos antagonizaram a hipercinesia por cetamina. Estes
efeitos podem ser decorrentes da interacédo do 6leo essencial e de seu composto majoritario com
os sistemas de neurotransmissdo glutamatérgico e dopaminérgico. Delfs e Kelley (1990)
corroboram com estes resultados uma vez que associam a dopamina com a atividade motora do
animal. Outro relato que reforca o resultado do OEHM e seu composto majoritario é a atribuicédo
de atividade antipsicotica (ARAUJO, 2011) e a diminuicdo de sintomas da esquizofrenia
(GALDINO, 2013) atribuida ao 06leo essencial de Alpinia zerumbet, em que foi evidenciado
como composto majoritario o 1,8-cineol (ARAUJO, 2011; GALDINO, 2013).

7 CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos a partir dos testes comportamentais observou-se que:
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O OEHM apresentou em sua constituicdo quimica o composto majoritario 1,8-cineol, o
qual parece ser o principal responsavel pelos efeitos farmacoldgicos observados no
presente estudo;

No screening hipocratico o OEHM apresentou efeito depressor sobre o SNC e, além

disso, apresentou uma DLso de 2000 mg/kg, via i.p.;

O efeito depressor do OEHM foi confirmado no teste do campo aberto, no qual o éleo
e seu composto majoritario reduziram NC, 0 NG e o NR, indicando um possivel efeito
sedativo. A despeito disto, ndo foi observado efeito ansiolitico no LCE ou miorrelaxante
no RR;

O OEHM e 1,8-cineol apresentaram efeito hipndtico-sedativo nos testes de

potencializacdo do sono com pentobarbital e éter etilico;

O OEHM e o CIN 50 apresentaram atividade anticonvulsivante/neuroprotetora em

animais tratados com pentilenotetrazol;

O OEHM e o CIN 50 apresentaram um padrdo de efeito semelhante as drogas
antipsicoticas, uma vez que estes compostos potencializaram a catalepsia induzida por
haloperidol e antagonizaram a hipercinesia induzida por cetamina. Estes efeitos podem
ser decorrentes da interacdo do 6leo essencial e de seu composto majoritario com 0s

sistemas de neurotransmisséo glutamatérgico e dopaminérgico.

CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS
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Tomados em conjunto os resultados observados no presente estudo mostraram que o
6leo essencial de H. martiusii € dotado de importante efeito depressor central, o qual parece ser
decorrente do 1,8 cineol, composto majoritario do OEHM. Tal efeito é caracterizado
principalmente por intensa sedacdo e auséncia de efeito ansiolitico e miorrelaxante. Esse perfil
farmacoldgico é compativel com aquele observado com drogas antipsicoticas. Desta forma, o
OEHM apresentou algumas caracteristicas comuns aos antipsicoticos tais como a catalepsia
(importante efeito colateral dos antipsicoticos tipicos) e reducdo da hipercinesia. Estes efeitos
podem ser decorrentes da interacdo do composto 1,8-cineol com o0s sistemas de
neurotransmissdo dopaminérgica e glutamatérgica, respectivamente. No entanto, mais estudos
sd80 necessarios para melhor caracterizar o efeito neuroléptico OEHM e seu composto

majoritario, tais como:
- Teste dos movimentos esteriotipados induzidos por apomorfina;
- Teste da inibic&o por pré-pulso;
- Teste da interagéo social;

- Binding dopaminérgico (D1 e D2) e glutamatérgico, em cortex pré-frontal, hipocampo
e corpo estriado;

- Dosagem da concentracdo de dopamina e (seus metabdlitos DOPAC e HVA) e

glutamato, em cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado.
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ANEXO 4.1.1.1 - LICENCA SISBIO

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizacgao e Infc em Biodiversi - SISBIO

Autorizacao para atividades com finalidade cientifica

Namero: 42909-1 I Data da Emisséo: 27/02/2014 18:30 ] Data para Revalidagao*: 29/03/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, es’ta autorizag@o tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera serr idad e a api 3o do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias

a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Francisco R S. D. Nobrega de Figueiréd CPF: 014.024.183-37

Titulo do Projeto: Avaliagdo dos efeitos centrais do 6leo essencial de Hyptis martiusii Benth em camundongos

Nome da Instituigdo : Universidade Regional do Cariri | CNPJ: 06.740.864/0001-26

Cronograma de atividades
[#] Descricao da atividade [ Inicio (més/ano) [Fim (més/ano;
[T Coleta das folhas de Hyptis martiusit [ 02/20_1_)‘!4_14 022015 _{

Observagdes e ressalvas

As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impli de recursos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pecas mtegran!es da cultura naﬁva e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difusdo ou a uisa, estdo sujeitas a au 30 do Ministério de Ciéncia e Tecn: ia.

Esta autorizagao NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsével pela area, publica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgao gestor de terra indigena (FUNAI), da

unidade de conservacdo estadual, distrital ou icipal, ou do posseiro ou morador de area dentro dos limites de unidade de conservagéo
federal cujo p de regularizagao fundiéria em curso.
Este documenlo somente podera ser utilizado para os fins previstos na Insﬂugﬂc Normatlva IBAMA n® 154/2007 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n°® 10/2010, no que
3 esta i nao pod ser utilizado para fins ou esp O material biologico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no ambito do ensino superior.
4_ ‘A autorizagao para envio ao exterior de material biologico nao i devera ser por meio do ico Www.lbama.gov.br (Servicos on-line -
Licenca para importacéo ou exportacdo de flora e fauna - CITES e néo CITES).
O fitular de Ticenca ou autorizagio e os membros da sua equipe deverao optar por métodos de coleta e de caplura sempre que possivel,
5 ao grupo taxondmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
_lgulaqﬁes do grupo de i em oondl@ in situ.
r de i ) ou de uoent;a assim como os membros de sua equipe, quando da vnolag%u da Ieglslaﬁo vngenle ou quando da inadequac&o,
6 omlssécoufalsa que a icdo do ato, podera, i ou licenga
| | suspensa ou revogada pelo ICMBm & o material biolégico coletado nos termos da lgxslaqéo brasslelra em vw
Este documemo nao dispensa o mmpnmento da leglslaﬁo que dnspde sobre acesso a genético no territério nacional, na
7 e nazona ou ao i ao il io genético, para fins de pesquisa cientifica,

| | bioprospecgdo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maiores inf
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVACAO, o pesquisador titular desta autonzaﬁo deveré contactar a administragao da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das ig: as c para realizagdo das coletas e de uso da infra da unidade.

®

Outras ressalvas

1. Obter permissao dos proprietarios das areas de realizacio da pesquisa.
2. Comunicar a APA Araripe o inicio dos trabalhos de campo.

1 | 3. Comunicar a APA Araripe o achado de espécies exéticas, caso ocorra.
4. Encaminhar a APA Araripe uma via dos relatorios parciais e final.

5. Esta autorizagéo é valida apenas para a parte cearense da APA Araripe.

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#T Municipio [_UF_[Descri¢ao do local | Tipo |

T |CE | AREA DE PROTECAO AMBIENTAL CHAPADA DO ARARIPE [ UC Federal |
Atividades X Taxons

[#] Atividade T Taxons ]

IS de material botanico, flingico ou microbioldgi | Hyptis martiusii |
Este d ( izagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo

de autenticagéio abaixo, qualquer cidadio podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na
Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagao: 68656173 ||Im|l||”l

[ Pégina 1/3 ]
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagdo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica

Numero: 42909-1 I Data da Emisséo: 27/02/2014 18:30 Data para Revalidagédo*: 29/03/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equival ao previsto no cronog! de ativi do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentagao do orio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do ftitular
Nome: Francisco Rodolpho S. D. Nébrega de Figueirédo CPF: 014.024.183-37

Titulo do Projeto: Avaliagdo dos efeitos centrais do 6leo essencial de Hyptis martiusii Benth em camundongos

Nome da Instituigéo : Universidade Regional do Cariri ] CNPJ: 06.740.864/0001-26

Material e métodos

[T iolégicas (Plantas) [ Caule, Folhas, Fior 1
[2_[ Método de cap! (Plantas) [ Coleta manual |

Destino do material bioldgico coletado

[#] Nome local destino 1 Tipo Destino ]
|[7_| Universidade Regional do Cariri | |

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de at 3o abaixo, podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Codigo de autenticagao: 68656173 ﬂl Illl”n

[ Péagina 2/3 |
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Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagéo da Biodiversidade - ICMBio
Sistema de Autorizagéo e Informagao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 42909-1 Data da Emissao: 27/02/2014 18:30 | Data para Revalidagdo*: 29/03/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizago tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser lidad: te medi a apresentacao do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversério de sua emissdo
Dados do titular
Nome: Francisco R > 8. D. Nébrega de Figueirédo CPF: 014.024.183-37
Titulo do Projeto: Avaliagdo dos efeitos is do dleo ial de Hyptis iusii Benth em camundongos
Nome da Instituigdo : Universidade Regional do Cariri ]CNPJ: 06.740.864/0001-26

Registro de coleta imprevista de material biolégico
De acordo com a Instrugdo Normativa n°154/2007, a coleta imprevista de material biologico ou de substrato nao
contemplado na autorizagdo ou na licenga permanente devera ser anotada na mesma, em campo especifico, por
ocasido da coleta, devendo esta coleta imprevista ser comunicada por meio do relatério de atividades. O transporte do
material bioldgico ou do substrato devera ser acompanhado da autorizagdo ou da licenca permanente com a devida
anotacdo. O material biol6gico coletado de forma imprevista, devera ser destinado a instituicdo cientifica e, depositado,
preferencialmente, em colecéo biolégica cientifica registrada no Cadastro Nacional de Colegdes Biologicas (CCBIO).

Taxon* Qtde. Tipo de amostra Qtde. Data

* Identificar o espécime no nivel taxondmico possivel.

Este dc (Autori: para atividades com i cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagéo abaixo, qualquer cidadao poderé verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

Cédigo de autenticagado: 68656173 Illl

[ Pagina 3/3 |
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ANEXO 4.1.1.2. - NUMERO DE HERBARIO

Herbdrio Caririense Dardano de Andrade - Lima
Universidade Regional do Cariri - URCA

Numero de Herbario

Remetente: | N° 20.2013

HERBARIO CARIRIENSE DARDANO DE ANDRADE-LIMA (HCDALIURCA)
Contato: Dra. Maria Arlene Pessoa da Silva (herbario@urca.br)
Universidade Regional do Cariri - URCA

Departamento de Ciéncias Biologicas

Rua: Cel. Antonio Luiz, 1161

Campus do Pimenta

Crato - Ceara - Brasil

CEP: 63.105-100

Destinatario: Data: 11.07.2013

Laboratério de Farmacologia
Contato: Francisco Rodolfo Sobreira Dantas
Universidade Regional do Cariri

N° Amostras: 01 Tipo de Operagao: Nimero de Herbario
N°HERBARIO  NOME POPULAR FAMILIA NOME CIENTIFICO RESPONSAVEL
01 10.185 Cidreira-do-mato Lamiaceae Hyptis martiusii Benth. Ana Morais-Mendonga

A Oé ; /-\/ﬁ
Jqﬂ‘ Ma}ja Arlene Pessoa dASiIva
Curadora do HCDAL

Herbdrio Caririense Dardano de Andrade - Lima / Universidade Regional do Cariri - URCA
Rua Cel. Anténio Luiz, 1161 - Pimenta - CEP: 63.105-100 - Crato/Ceara
Tel: (88) 3102 1212 —Fax: 3102 1291
E-mail: herbario@urca.br

ANEXO 4.1.4.1. - DECLARACAO DE APROVACAO DO CEUA
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UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REITORIA DE POS~GRADUA(;i\O E PESQUISA
COMISSAO DE EXPERIMENTAGAO E USO DE ANIMAIS
Rua Cel. Antonio Luis 1161, Pimenta
Fones: (088) 3102.1291 / Fax: (088) 3102.1291
CEP 63105-000 — Crato - CE - Brasil
propg@urca.br - www.urca.br/ceua

DECLARAGCAO

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado “Avaliagéo dos efeitos centrais
da aplicagdo do dleo essencial de Hyptis martiusii Benth e constituinte majoritario em
camundongos” Processo No 00213.2013.1 foi APROVADO pela Comissdo de

experimentagéo e Uso de Animais — CEUA/URCA. Protocolo.

/

[/

‘\ /] .f’v |
A{‘ﬁ‘ ! £ ‘,1/[
rwin Rose/Alendar de Menezes

Presidante do CEUA/URCA
v

CRATO-CE
2013

ANEXO 4.2.4.1 - TABELA DE MALONE(1977) ADPTADA PARA TESTE
HIPOCRATICO
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ATIVIDADE

FARMACOLOGICA
ESTIMULANTE

Ambulacéo

aumentada

Aumento da FR

Andar em circulo

Autolimpeza

Convulsado Clénica

Convulsdo Ténica

Piloerecéo

Estereotipia (tremor,
bater a cabeca e

morder-se)

Irritabilidade

Levantar

Morder a cauda

Tremores grosseiros

Tremores finos
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DEPRESSOR

Diminuicao da FR

Paralisia do trem

posterior

Ambulacéo

diminuida

Analgesia

Ataxia
(Incoordenagéo dos
movimentos

musculares)

Perda da preenséo das

patas

Anestesia

Exoftalmia

Catatonia

Salivacgdo

Perda do reflexo

corneal

Ptose palpebral
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Resposta diminuida

ao toque

Sedacdo
OUTROS SINAIS

Cianose

Agressividade

Reacéo de fuga

Erecdo da cauda

Tremor da cauda

Amontoados

(hipotermia)

Defecacéo

Diarreia

Coma

Catalepsia

Letargia

Lacrimejamento

Miccao
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Ténus muscular

Mortes

(0); ausente; (—): efeito diminuido; (+) efeito presente, (++) efeito presente e intenso.

Observacoes:

129




APENDICES
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APENDICE 5.3.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e

CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de cruzamentos (NC) em camundongos

submetidos ao campo aberto.

S DZP1 | OEHM 25| OEHM 50 |OEHM 100]OEHM 200 CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9 9
Minimum 80 60 61 60 47 40 40
25% Percentile 80 61,5 63,5 64,5 51,5 56 455
Median 81 64 67 72 58 59 52
75% Percentile 89,5 66 72,5 75,5 63,5 66,5 58
Maximum 97 67 20 78 67 69 61
Mean 84,44 63,89 68,22 70,44 57,33 58,78 51,67
5td. Deviation 6,912 2,421 6,016 6,167 6,91 8,715 7,246
Std. Error 2,304 0,807 2,005 2,056 2,303 2,905 2,415
Lower 95% Cl of mean | 79,13 62,03 63,6 65,7 52,02 52,08 46,1
Upper 95% Cl of mean | 89,76 65,75 72,85 75,18 62,64 65,48 57,24
Sum 760 575 614 634 516 529 465

APENDICE 5.3.1.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o numero de cruzamentos (NC) em camundongos

submetidos ao campo aberto.
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Parameter
Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value <10.0001
P value summary il
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Mumber of groups 7
F 23,99
R squared 0,7192
Bartlett’s test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 10,54
P valus 0,1037
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
AMNOVA Table 55 df MS
Treatment (betwesn columns) 6251 6 1042
Residual (within columns) 2432 56 43,44
Total BoB4 62
Mewman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0,057 | Summary
CINSOws S -32,78 1492 Yes EE
CIN 50 vs OEHM 50 -18,78 2547 Yes wEE
CIN 50 vs OEHM 25 -16,56 7,536 Yes EE
CINSOws DEZF 1 -12,22 5,563 Yes **
CIN 50 vs OEHM 200 -7,111 3,237 Mo ns
CIN 50 vs OEHM 100 -5,667 -—- Mo ns
QEHM 100 ws 5 -27,11 12,24 Yes EE
OEHM 100 vs OEHM 50 -13,11 5,968 Yes EE
OEHM 100 vs OEHM 25 -10,89 4 957 Yes **
OEHM 100 ws DZP 1 -6,556 2,984 Mo ns
OEHM 100 wvs OEHM 200 -1,444 - Mo ns
QOEHM 200 ws 5 -25,67 1168 Yes EE
OEHM 200 ws OEHM 50 -11,67 5,311 Yes *&
OEHM 200 ws OEHM 25 -9.444 4,299 Yes **
QOEHM 200vs DZP 1 -5,111 - Mo ns
DZP 1ws S -20,56 0,357 Yes EE
DZP 1 vs OEHM 50 -6,556 2,984 Mo ns
DZP 1 vs OEHM 25 -4,333 - Mo ns
OEHM 25vws 5 -16,22 7,384 Yes EE
OEHM 25 ws OEHM 50 -2,222 — Mo ns
OEHM 50ws 5 -14 6,373 Yes EE

APENDICE 5.3.2.1: Coluna Estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de grooming (NG) em camundongos

submetidos ao campo aberto.
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S DZP1 | OEHM 25| OEHM 50 [OEHM 100]OEHM 200| CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9 9
Minimum 3 2 2 1 0
25% Percentile 3,5 2 2 1 1
Median 4 2 3 2 1
75% Percentile 5 2 3,5 3 2,5 2 2
Maximum 5 3 6 3 3 2 2
Mean 4,222 2,111 2,889 2,667 1,778 1,556 1,333
Std. Deviation 0,8333 0,3333 1,364 0,5 0,8333 0,527 0,7071
Std. Error 0,2778 0,1111 0,4547 0,1667 0,2778 0,1757 0,2357
Lower 95% Cl of mean 3,582 1,855 1,84 2,282 1,137 1,15 0,7898
Upper 95% Cl of mean 4,863 2,367 3,938 3,051 2,418 1,961 1,877
sum 38 19 26 24 16 14 12

APENDICE 5.3.2.2: Analise da ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.)

e CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de grooming (NG) em camundongos

submetidos ao campo aberto.
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Parameter
Table Analyzed Data 2
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary HEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 14,22
R squared 0,6037
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 18,31
P value 0,0055
P value summary i
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 53,49 6 8,915
Residual (within columns) 35,11 56 0,627
Total 88,6 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
CIN50vs S -2,889 10,95 Yes wkw
CIN 50 vs OEHM 25 -1,556 5,894 Yes **
CIN 50 vs OEHM 50 -1,333 5,052 Yes *E
CIN50vs DZP 1 -0,7778 2,947 No ns
CIN 50 vs OEHM 100 -0,4444 -— No ns
CIN 50 vs OEHM 200 -0,2222 -— No ns
OEHM 200 vs 5 -2,667 10,1 Yes wkw
OEHM 200 vs OEHM 25 -1,333 5,052 Yes **
OEHM 200 vs OEHM 50 -1,111 4,21 Yes *
OEHM 200 vs DZP 1 -0,5556 --- No ns
OEHM 200 vs OEHM 100 -0,2222 -— No ns
OEHM 100 vs S -2,444 9,261 Yes HEE
OEHM 100 vs OEHM 25 -1,111 4,21 Yes *
OEHM 100 vs OEHM 50 -0,8889 3,368 No ns
OEHM 100 vs DZP 1 -0,3333 -— No ns
DZP1wsS -2,111 7,998 Yes i
DZP 1 vs OEHM 25 -0,7778 2,947 No ns
DZP 1 vs OEHM 50 -0,5556 -— No ns
OEHM 50 vs 5 -1,556 5,804 Yes i
OEHM 50 vs OEHM 25 -0,2222 -— No ns
OEHM 25vs S -1,333 5,052 Yes o

APENDICE 5.3.3.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o numero de rearing (NR) em camundongos

submetidos ao campo aberto.
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DZP 1 OEHM 25| OEHM 50 |OEHM 100)OEHM 200{ CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 4 1 2 0 0 0 1
25% Percentile 4,5 1 2 0,5 1,5 0 1
Median 6 2 3 2 2 0 2
75% Percentile 6 2 5 4,5 3 3 45
Maximum 6 2 6 5 3 4 5
Mean 5,333 1,667 3,333 2,333 2,111 1,222 2,778
Std. Deviation 0,866 0,5 1,658 2 1,054 1,641 1,716
Std. Error 0,2887 0,1667 0,5528 0,6667 0,3514 0,5472 0,572
Lower 95% Cl of mean 4,668 1,282 2,059 0,796 1,301 | -0,03953 | 1,459
Upper 95% Cl of mean 5,999 2,051 4,608 3,871 2,921 2,484 4,097
sum 48 15 30 21 19 11 25

APENDICE 5.3.3.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e

CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o numero de rearing (NR) em camundongos

submetidos ao campo aberto.
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Parameter
Table Analyzed Data 3
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary i
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 8,018
R squared 0,4621
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 16,78
P value 0,0101
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 99,65 6 16,61
Residual (within columns) 116 56 2,071
Total 215,7 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
OEHM 200wvs S -4,111 8,569 Yes ok
OEHM 200 vs OEHM 25 -2,111 4,4 Yes *
OEHM 200 vs CIN 50 -1,556 3,242 No ns
OEHM 200 vs OEHM 50 -1,111 No ns
OEHM 200 vs OEHM 100 -0,8889 -— No ns
OEHM 200vs DZP 1 -0,4444 -— No ns
DZP1wsS -3,667 7,643 Yes ok
DZP 1 vs OEHM 25 -1,667 3,474 No ns
DZP 1 vs CIN 50 -1,111 No ns
DZP 1 vs OEHM 50 -0,6667 No ns
DZP 1 vs OEHM 100 -0,4444 -— No ns
OEHM 100 ws S -3,222 6,716 Yes rEE
OEHM 100 vs OEHM 25 -1,222 -— No ns
OEHM 100 vs CIN 50 -0,6667 -— No ns
OEHM 100 vs OEHM 50 -0,2222 No ns
OEHM 50 vs S -3 6,253 Yes i
OEHM 50 vs OEHM 25 -1 -— No ns
OEHM 50 vs CIN 50 -0,4444 -— No ns
CIN50ws S -2,556 5,327 Yes o
CIN 50 vs OEHM 25 -0,5556 -— No ns
OEHM 25vs S -2 4,169 Yes *¥

APENDICE 5.4.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de quedas (NQ) em camundongos

submetidos ao aparelho Rota Rod.
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S DZP 5 OEHM 25| OEHM 50 |OEHM 100{OEHM 2001 CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9 9
Minimum 0 1 0 0 0 0 0
25% Percentile 0 1 0 0 0 0 0
Median 0 1 0 0 0 0 0
75% Percentile 0 2 0 0 0 0 0
Maximum 0 2 0 0 0 0 1
Mean 0 1,444 0 0 0 0 0,1111
Std. Deviation 0 0,527 0 0 0 0 0,3333
Std. Error 0 0,1757 0 0 0 0 0,1111
Lower 95% Cl of mean | 0,00E+00 1,039 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,00E+00| -0,1451
Upper 95% Cl of mean | 0,00E+00 1,85 0,00E+00 | 0,00E+00 | 0,00E+00 | O,00E+00| 0,3673
Sum 0 13 0 0 0 0 1

APENDICE 5.4.1.2: Anélise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e

CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o nimero de quedas (NQ) em camundongos

submetidos ao aparelho Rota Rod.

137



Parameter
Table Analyzed Data 2
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary A
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 47,33
R squared 0,8353
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 15,78 6 2,63
Residual (within columns) 3,111 56 0,05556
Total 18,89 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P <0.05? | Summary
Svs DZP 5 -1,444 18,38 Yes *EE
Svs CIN 50 -0,1111 1,414 No ns
S vs OEHM 200 0 - No ns
Svs OEHM 100 0 - No ns
S vs OEHM 50 0 —- NO ns
S vs OEHM 25 0 - No ns
OEHM 25 vs DZP 5 -1,444 18,38 Yes rEE
OEHM 25 vs CIN 50 -0,1111 - No ns
OEHM 25 vs OEHM 200 0 - No ns
OEHM 25 vs OEHM 100 0 - No ns
OEHM 25 vs OEHM 50 0 - No ns
OEHM 50 vs DZP 5 -1,444 18,38 Yes HEE
OEHM 50 vs CIN 50 -0,1111 - No ns
OEHM 50 vs OEHM 200 0 -—- No ns
OEHM 50 vs OEHM 100 0 -—- No ns
OEHM 100 vs DZP 5 -1,444 18,38 Yes HEE
OEHM 100 vs CIN 50 -0,1111 - No ns
OEHM 100 vs OEHM 200 0 -—- No ns
OEHM 200 vs DZP 5 -1,444 18,38 Yes HEE
OEHM 200 vs CIN 50 -0,1111 - No ns
CINS50vs DZP 5 -1,333 16,97 Yes HEE

APENDICE 5.4.1.3: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia (TP) em camundongos
submetidos ao aparelho Rota Rod.
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DZP 5 OEHM 25| OEHM 50 [OEHM 100JOEHM 200| CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 60 15 60 60 60 60 57
25% Percentile 60 28 60 60 60 60 60
Median 60 30 60 60 60 60 60
75% Percentile 60 39,5 60 60 60 60 60
Maximum 60 53 60 60 60 60 60
Mean 60 32,44 60 60 60 60 59,67
Std. Deviation 0 10,63 0 0 0 0 1
Std. Error 0 3,544 0 0 0 0 0,3333
Lower 95% Cl of mean 60 24,27 60 60 60 60 58,9
Upper 95% Cl of mean 60 40,62 60 60 60 60 60,44
Sum 540 292 540 540 540 540 537

APENDICE 5.4.1.4: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o tempo de permanéncia (TP) em camundongos

submetidos ao aparelho Rota Rod.
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Parameter
Table Analyzed Data 1

One-way analysis of variance

P value < 0.0001
P value summary HEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 59,7
R squared 0,8648

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No

ANOVA Table SS df MS

Treatment (between columns) 5835 6 972,5

Residual (within columns) 912,2 56 16,29

Total 6747 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary

DZP 5 vs OEHM 200 -27,56 20,48 Yes ok
DZP 5 vs OEHM 100 -27,56 20,48 Yes rEE
DZP 5 vs OEHM 50 -27,56 20,48 Yes ok
DZP 5 vs OEHM 25 -27,56 20,48 Yes hrE
DZP5vs 5 -27,56 20,48 Yes ik
DZP 5 ws CIN 50 -27,22 20,23 Yes ok
CIN 50 vs OEHM 200 -0,3333 0,2478 No ns
CIN 50 vs OEHM 100 -0,3333 No ns
CIN 50 vs OEHM 50 -0,3333 -— No ns
CIN 50 vs OEHM 25 -0,3333 No ns
CIN50vs S -0,3333 No ns
Svs OEHM 200 0 -— No ns
Sws OEHM 100 0 No ns
Svs OEHM 50 0 -— No ns
Svs OEHM 25 0 No ns
OEHM 25 vs OEHM 200 0 No ns
OEHM 25 vs OEHM 100 0 No ns
OEHM 25 vs OEHM 50 0 -— No ns
OEHM 50 vs OEHM 200 0 No ns
OEHM 50 vs OEHM 100 0 -— No ns
OEHM 100 vs OEHM 200 0 No ns

APENDICE 5.5.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Nimero de Entradas nos Bragos Abertos (NEBA)

em camundongos submetidos ao LCE.
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S DZP 1 OEHM 25| OEHM 50 |OEHM 100]OEHM 200{ CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9 9
Minimum 3 11 1 1 2 2 1
25% Percentile 3 11,5 2 1,5 2 3 2
Median 4 12 3 3 4 4 2
75% Percentile 4 12,5 4 4,5 5 4 4,5
Maximum 4 13 4 5 5 5 5
Mean 3,556 12 2,778 3,111 3,667 3,667 3
Std. Deviation 0,527 0,7071 1,093 1,537 1,414 0,866 1,5
Std. Error 0,1757 0,2357 0,3643 0,5122 0,4714 0,2887 0,5
Lower 95% Cl of mean 3,15 11,46 1,938 1,93 2,58 3,001 1,847
Upper 95% Cl of mean 3,961 12,54 3,618 4,292 4,754 4,332 4,153
Sum 32 108 25 28 33 33 27

APENDICE 5.5.1.2: Anélise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Nimero de Entradas nos Bracos Abertos (NEBA)

em camundongos submetidos ao LCE.
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Parameter
Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary A
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 73,87
R squared 0,8878
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 13,25
P value 0,0393
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 591 6 98,5
Residual (within columns) 74,67 56 1,333
Total 665,7 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
OEHM 25 vs DZP 1 -9,222 23,96 Yes HEk
OEHM 25 vs OEHM 200 -0,8889 2,309 No ns
OEHM 25 vs OEHM 100 -0,8889 -—- No ns
OEHM 25 vs S -0,7778 - No ns
OEHM 25 vs OEHM 50 -0,3333 - No ns
OEHM 25 vs CIN 50 -0,2222 -—- No ns
CIN50vs DZP 1 -9 23,38 Yes ok
CIN 50 vs OEHM 200 -0,6667 - No ns
CIN 50 vs OEHM 100 -0,6667 — NO ns
CIN50vsS -0,5556 -— No ns
CIN 50 vs OEHM 50 -0,1111 - No ns
OEHM 50 vs DZP 1 -8,889 23,09 Yes HEk
OEHM 50 vs OEHM 200 -0,5556 -—- No ns
OEHM 50 vs OEHM 100 -0,5556 - No ns
OEHM 50 vs S -0,4444 — No ns
SvsDZP 1 -8,444 21,94 Yes ok
S vs OEHM 200 -0,1111 -—- No ns
S vs OEHM 100 -0,1111 — No ns
OEHM 100 vs DZP 1 -8,333 21,65 Yes ok
OEHM 100 vs OEHM 200 0 -—- No ns
OEHM 200vs DZP 1 -8,333 21,65 Yes HEk

APENDICE 5.5.2.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Numero de Entradas nos Bragos Fechados (NEBF)

em camundongos submetidos ao LCE.
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DZP 1 OEHM 25| OEHM 50 |OEHM 100]OEHM 200{ CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 11 10 8 7 6
25% Percentile 12 10 8 8 7
Median 13 10 10 10 10 8 9
75% Percentile 15 11 10 12 11 9 13
Maximum 16 12 10 13 12 9 13
Mean 13,22 8,667 9,556 10,89 9,667 8,222 9,889
Std. Deviation 1,716 3,905 0,527 1,269 1,581 0,6667 2,892
Std. Error 0,572 1,302 0,1757 0,4231 0,527 0,2222 0,9639
Lower 95% Cl of mean 11,9 5,665 9,15 9,913 8,451 7,71 7,666
Upper 95% Cl of mean 14,54 11,67 9,961 11,86 10,88 8,735 12,11
Sum 119 78 86 98 87 74 89

APENDICE 5.5.2.2: Anélise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Numero de Entradas nos Bracos Fechados (NEBF)

em camundongos submetidos ao LCE.
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Parameter

Table Analyzed Data 3
One-way analysis of variance
P value 0,0002
P value summary rEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 5,496
R squared 0,3706
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 40,28
P value < 0.0001
P value summary kk
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table S5 df MS
Treatment (between columns) 147,9 6 24,65
Residual (within columns) 251,1 56 4,484
Total 399 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0,057 | Summary
OEHM 200ws S -5 7,084 Yes rEE
OEHM 200 vs OEHM 50 -2,667 3,778 No ns
OEHM 200 vs CIN 50 -1,667 -— No ns
OEHM 200 vs OEHM 100 -1,444 -— No ns
OEHM 200 vs OEHM 25 -1,333 No ns
OEHM 200 vs DZP 1 -0,4444 -— No ns
DZP1wsS -4,556 6,454 Yes i
DZP 1 vs OEHM 50 -2,222 -— No ns
DZP 1 vs CIN 50 -1,222 -— No ns
DZP 1 vs OEHM 100 -1 No ns
DZP 1 vs OEHM 25 -0,8889 -— No ns
OEHM 25vs S -3,667 5,195 Yes w
OEHM 25 vs OEHM 50 -1,333 -— No ns
OEHM 25 vs CIN 50 -0,3333 -— No ns
OEHM 25 vs OEHM 100 -0,1111 No ns
OEHM 100 ws S -3,556 5,037 Yes o
OEHM 100 vs OEHM 50 -1,222 No ns
OEHM 100 vs CIN 50 -0,2222 -— No ns
CINSOvws S -3,333 4,722 Yes **
CIN 50 vs OEHM 50 -1 No ns
OEHM 50 vs S -2,333 3,306 Yes *
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FParameter
Table Analyzed Data 3
Column C OEHM 25
Vs Vs
Column F OEHM 200
Unpaired t test
P value 0,0002
P value summary rEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=4.707 df=16

How bl'g is the difference?

Mean + SEM of column C

9556 0. 1757 N=9

Mean + 5EM of column F

822202222 N=59

Difference between means

1.333 £0.2833

95% confidence interval

0.7325 to 1.934

R squared 0,5806
F test to compare variances
F.DFn, Dfd 1.600, 8, 8
P value 0,5212
P value summary ns
Are variances ﬂignifi-::a ntly different? No

camundongos submetidos ao LCE.

APENDICE 5.5.2.3: Analise Teste ‘t’ do efeito do pré-tratamento do OEHM 25 mg/Kg, i.p.,
vs OEHM 200 mg/Kg, i.p. sobre o Numero de Entradas nos Bragcos Fechados (NEBF) em
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APENDICE 5.5.3.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Tempo de Permanéncia nos Bracos Abertos
(TPBA) em camundongos submetidos ao LCE.

S DZP 1 OEHM 25| OEHM 50 |OEHM 100JOEHM 200 CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9 9
Minimum 46 132 15 16 28 35 13
25% Percentile 48 143,5 18 30,5 36,5 51,5 30,5
Median 51 162 20 48 54 59 40
75% Percentile 86,5 216 37 75,5 83 72 88
Maximum 104 267 45 97 105 107 91
Mean 64,89 179,2 26,78 52,67 60,22 63,33 52
Std. Deviation 22,78 416,82 111 26,61 26,45 19,96 29,43
Std. Error 7,593 15,61 3,7 8,869 8,817 6,654 9,311
Lower 95% Cl of mean 47,38 143,2 18,25 32,21 39,89 47,99 29,38
Upper 95% Cl of mean 82,4 215,2 35,31 73,12 80,55 78,68 74,62
Sum 584 1613 241 474 542 570 468
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APENDICE 5.5.3.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Tempo de Permanéncia nos Bragos Abertos
(TPBA) em camundongos submetidos ao LCE.
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Parameter

Table Analyzed Data 2
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary wEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 27,79
R squared 0,7486
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 15,67
P value 0,0157
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table 55 df MS
Treatment (between columns) 131200 6 21860
Residual (within columns) 44050 56 786,7
Total 175200 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
OEHM 25 vs DZP 1 -152,4 16,31 Yes HEE
OEHM 25ws 5 -38,11 4,076 No ns
OEHM 25 vs OEHM 200 -36,56 — No ns
OEHM 25 vs OEHM 100 -33,44 — No ns
OEHM 25 vs OEHM 50 -25,89 -— No ns
OEHM 25 vs CIN 50 -25,22 -— No ns
CIN50vs DZP 1 -127,2 13,61 Yes HEE
CINS0wsS -12,89 - No ns
CIN 50 vs OEHM 200 -11,33 — No ns
CIN 50 vs OEHM 100 -8,222 — No ns
CIN 50 vs OEHM 50 -0,6667 -— No ns
OEHM 50vs DZP 1 -126,6 13,54 Yes HEE
OEHM 50ws S -12,22 — No ns
OEHM 50 vs OEHM 200 -10,67 -— No ns
OEHM 50 vs OEHM 100 -7,556 — No ns
OEHM 100 vs DZP 1 -119 12,73 Yes i
OEHM 100 ws S -4,667 -— No ns
OEHM 100 vs OEHM 200 -3,111 -— No ns
OEHM 200 vs DZP 1 -115,9 12,4 Yes ok
OEHM 200ws S -1,556 -— No ns
SvsDZP 1 -114,3 12,23 Yes HEE
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APENDICE 5.5.4.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Tempo de Permanéncia nos Bracos Fechados

(TPBF) em camundongos submetidos ao LCE.

S DZP 1 OEHM 25 ] OEHM 50 [OEHM 100]OEHM 200] CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9 9
Minimum 179 7 179 174 164 148 162
25% Percentile 184 63,5 188 179,5 184,5 167,5 164
Median 204 95 194 196 194 181 196
75% Percentile 212,5 103,5 203 216,5 210 184 201
Maximum 223 119 224 219 217 197 212
Mean 200,1 82,78 196,3 195,7 195,4 176,3 185
Std. Deviation 15,69 35,03 13,11 17,92 16,84 14,08 20,05
Std. Error 5,229 11,68 4,372 5,974 5,613 4,693 6,683
Lower 95% Cl of mean 188,1 55,85 186,3 181,9 182,5 165,5 169,6
Upper 95% Cl of mean 212,2 109,7 206,4 209,4 208,4 187,2 200,4
Sum 1801 745 1767 1761 1759 1587 1665

APENDICE 5.5.4.2: Anélise ANOVA do efeito do OEHM (25, 50, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre o Tempo de Permanéncia nos Bragos Fechados

(TPBF) em camundongos submetidos ao LCE.
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Parameter
Table Analyzed Data 4
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary HEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 7
F 38,79
R squared 0,8061
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 12,17
P value 0,0582
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table S5 df MS
Treatment (between columns) 94780 6 15800
Residual (within columns) 22800 56 407,2
Total 117600 62
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
DZP 1wsS -117,3 17,44 Yes A
DZP 1 vs OEHM 25 -113,6 16,88 Yes HHE
DZP 1 vs OEHM 50 -112,9 16,78 Yes HHE
DZP 1 vs OEHM 100 -112,7 16,75 Yes HHE
DZP 1 vs CIN 50 -102,2 15,2 Yes HHE
DZP 1 vs OEHM 200 -93,56 13,91 Yes HE
OEHM 200ws S -23,78 3,535 No ns
OEHM 200 vs OEHM 25 -20 — No ns
OEHM 200 vs OEHM 50 -19,33 — No ns
OEHM 200 vs OEHM 100 -19,11 — No ns
OEHM 200 vs CIN 50 -8,667 — No ns
CIN50ws S -15,11 - No ns
CIN 50 vs OEHM 25 -11,33 — No ns
CIN 50 vs OEHM 50 -10,67 — No ns
CIN 50 vs OEHM 100 -10,44 — No ns
OEHM 100 ws S -4,667 — No ns
OEHM 100 vs OEHM 25 -0,8889 — No ns
OEHM 100 vs OEHM 50 -0,2222 — No ns
OEHM 50wvs S -4,444 - No ns
OEHM 50 vs OEHM 25 -0,6667 — No ns
OEHM 25vs S -3,778 - No ns

APENDICE 5.6.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia do Sono (LS) em camundongos
submetidos ao teste de potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital.
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S DZP 2 OEHM 25 JOEHM 100{OEHM 200 CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9

Minimum 300 105 270 268 220 110

25% Percentile 330 115 290 287 275 130

Median 382 125 300 315 314 170

75% Percentile 435 164 340 340 342 223

Maximum 500 333 400 370 360 345
Mean 383,6 160 315,7 314,3 304,3 189,3

Std. Deviation 68,11 79,25 43,53 34,8 47,39 77,61
Std. Error 25,74 29,95 16,45 13,15 17,91 29,33
Lower 95% Cl of mean 320,6 86,71 275,5 282,1 260,5 117,5
Upper 95% Cl of mean 446,6 2333 356 346,5 348,1 261,1
Sum 2685 1120 2210 2200 2130 1325

APENDICE 5.6.1.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e CIN
50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia do Sono (LS) em camundongos submetidos ao

teste de potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital.
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Parameter
Table Analyzed LS
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary i
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
F 13,7
R squared 0,6555
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 6,017
P value 0,3046
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 254600 5 50920
Residual (within columns) 133800 36 3716
Total 388400 41
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P <0.05? | Summary
DZP 2wsS -223,6 9,704 Yes A
DZP 2 ws OEHM 25 -155,7 6,759 Yes A
DZP 2 vs OEHM 100 -154,3 6,696 Yes HEE
DZP 2 vs OEHM 200 -144,3 6,262 Yes HEE
DZP 2 vs CIN 50 -29,29 1,271 No ns
CIN50ws S -194,3 8,433 Yes wEE
CIN 50 vs OEHM 25 -126,4 5,487 Yes *E
CIN 50 vs OEHM 100 -125 5,425 Yes **
CIN 50 vs OEHM 200 -115 4,991 Yes **
OEHM 200 ws S -79,29 3,441 No ns
OEHM 200 vs OEHM 25 -11,43 -— No ns
OEHM 200 vs OEHM 100 -10 -— No ns
OEHM 100 ws S -69,29 -— No ns
OEHM 100 vs OEHM 25 -1,429 No ns
OEHM 25vs S -67,86 No ns

APENDICE 5.6.1.3: Analise Teste ‘t’ do efeito do pré-tratamento do OEHM (25 mg/Kg,
I.p.) vs grupo S, sobre a Laténcia do Sono (LS) em camundongos submetidos ao teste de
potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital.
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Parameter

Table Analyzed LS
Column A S
VS Vs
Column C OEHM 25
Unpaired t test
P value 0,0464
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.221 df=12

How big is the difference?

Mean £ SEM of column A

383.6 £ 25.74 N=7

Mean + SEM of column C

315.7 £16.45 N=7

Difference between means 67.86 + 30.55
95% confidence interval 1.283to 134.4
R squared 0,2913
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 2.448, 6, 6
P value 0,3003
P value summary ns
Are variances significantly different? No

potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital.

APENDICE 5.6.1.4: Analise Teste ‘t” do efeito do pré-tratamento do OEHM (100 mg/Kg,

i.p.) vs grupo S, sobre a Laténcia do Sono (LS) em camundongos submetidos ao teste de
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Parameter

Table Analyzed LS
Column A S
VS Vs
Column D OEHM 100
Unpaired t test
P value 0,0337
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.397 df=12

How big is the difference?

Mean £ SEM of column A

383.6 £ 25.74 N=7

Mean + SEM of column D

314.3 £ 13.15 N=7/

Difference between means 69.29 + 28.91
95% confidence interval 6.293 to 132.3
R squared 0,3237
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 3.830, 6, 6
P value 0,1269
P value summary ns
Are variances significantly different? No

potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital.

APENDICE 5.6.1.5: Anlise Teste ‘t” do efeito do pré-tratamento do OEHM (200 mg/Kg,

i.p.) vs grupo S, sobre a Laténcia do Sono (LS) em camundongos submetidos ao teste de
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Parameter

Table Analyzed LS

Column A S

VS VS
Column E OEHM 200

Unpaired t test

P value 0,0265
P value summary *
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=2.528 df=12

How big is the difference?

Mean + SEM of column A 383.6 + 25.74 N=7
Mean + SEM of column E 304.3 +17.91 N=7
Difference between means 79.29 + 31.36
95% confidence interval 10.95 to 147.6
R squared 0,3475

F test to compare variances

F,DFn, Dfd 2.065, 6, 6
P value 0,399
P value summary ns
Are variances significantly different? No

APENDICE 5.6.2.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Duracdo do Sono (DS) em camundongos

submetidos ao teste de potencializagdo do tempo de sono induzido por pentobarbital.
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S DZP 2 OEHM 25 |OEHM 100{OEHM 200] CIN 50

Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 2315 3840 2480 2630 3085 5700
25% Percentile 2410 4980 2490 2733 4786 6016
Median 3370 6060 3025 3467 6060 6660
75% Percentile 3437 6120 3450 4035 8310 9355
Maximum 3565 6960 4010 4840 8360 9600
Mean 3005 5614 3056 3521 6046 7392
Std. Deviation 554,4 1010 604 802 1933 1571
Std. Error 209,6 381,9 228,3 303,1 730,7 593,8
Lower 95% Cl of mean 2493 4680 2498 2779 4258 5939
Upper 95% Cl of mean 3518 6549 3615 4263 7834 8845
Sum 21037 39300 21393 24647 42319 51742

APENDICE 5.6.2.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e CIN

50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Duracgéo do Sono (DS) em camundongos submetidos ao

teste de potencializacdo do tempo de sono induzido por pentobarbital.
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Parameter
Table Analyzed DS
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary HEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
F 16,55
R squared 0,6968
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 14,12
P value 0,0149
P value summary *
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 117800000 5 23550000
Residual (within columns) 51250000 36 1424000
Total 169000000 41
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
Svs CIN 50 -4386 9,727 Yes wEE
Svs OEHM 200 -3040 6,742 Yes *EE
SvsDZP 2 -2609 5,785 Yes *E
Svs OEHM 100 -515,7 1,144 No ns
Svs OEHM 25 -50,86 -—- No ns
OEHM 25 vs CIN 50 -4336 9,614 Yes wEE
OEHM 25 vs OEHM 200 -2989 6,629 Yes wEE
OEHM 25 vs DZP 2 -2558 5,672 Yes EE
OEHM 25 vs OEHM 100 -464,9 - No ns
OEHM 100 vs CIN 50 -3871 8,583 Yes wEE
OEHM 100 vs OEHM 200 -2525 5,598 Yes wEE
OEHM 100 vs DZP 2 -2093 4,642 Yes *E
DZP 2 vs CIN 50 -1777 3,941 Yes *
DZP 2 vs OEHM 200 -431,3 0,9563 No ns
OEHM 200 vs CIN 50 -1346 2,985 Yes *

APENDICE 5.7.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) sobre
a Laténcia do Sono (LS) em camundongos submetidos ao teste de potencializagdo do tempo

de sono induzido por éter etilico.

157



S DZP 2 OEHM 25 |OEHM 100{0EHM 200|
Number of values 9 9 9 9 9

Minimum 18 17 20 18 13

25% Percentile 19,5 17 21,5 19 13,5

Median 21 18 22 22 15

75% Percentile 22 20 25 24 17

Maximum 24 21 26 25 18
Mean 20,78 18,56 22,89 21,56 15,11

Std. Deviation 1,856 1,509 2,028 2,555 1,9
Std. Error 0,6186 0,5031 0,6759 0,8517 0,6334
Lower 95% Cl of mean 19,35 17,4 21,33 19,59 13,65
Upper 95% Cl of mean 22,2 19,72 24,45 23,52 16,57

Sum 187 167 206 194 136

APENDICE 5.7.1.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) sobre

a Laténcia do Sono (LS) em camundongos submetidos ao teste de potencializa¢do do tempo

de sono induzido por éter etilico.
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Parameter
Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary Hok
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 20,9
R squared 0,6764
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 2,215
P value 0,6962
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 334 4 83,5
Residual (within columns) 159,8 40 3,994
Total 493,8 44
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.057 | Summary
OEHM 200 vs OEHM 25 -7,778 11,67 Yes HAE
OEHM 200 vs OEHM 100 -6,444 9,673 Yes HAE
OEHM 200 vs S -5,667 8,506 Yes HEE
OEHM 200 vs DZP 2 -3,444 5,17 Yes HEE
DZP 2 vs OEHM 25 -4,333 6,505 Yes HEE
DZP 2 vs OEHM 100 -3 4,503 Yes o
DZP 2vs S -2,222 3,336 Yes *
Svs OEHM 25 -2,111 3,169 No ns
Svs OEHM 100 -0,7778 --- No ns
OEHM 100 vs OEHM 25 -1,333 - No ns

APENDICE 5.7.2.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) sobre
a Duragéo do Sono (DS) em camundongos submetidos ao teste de potencializagdo do tempo

de sono induzido por éter etilico.
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S DZP 2 OEHM 25 |0EHM 100[0EHM 200|
Number of values 9 9 9 9 9
Minimum 56 217 54 64 135
25% Percentile 62,5 264,5 57 71,5 152,5
Median 70 292 75 78 160
75% Percentile 86 310 77 113 170
Maximum 95 373 80 133 185
Mean 74,22 290,4 69,11 90,67 160,9
Std. Deviation 13,25 43,61 10,34 24,06 14,04
Std. Error 4,418 14,54 3,446 8,021 4,68
Lower 95% Cl of mean 64,03 256,9 61,17 72,17 150,1
Upper 95% Cl of mean 84,41 324 77,06 109,2 171,7
Sum 668 2614 622 816 1448

APENDICE 5.7.2.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) sobre

a Duragéo do Sono (DS) em camundongos submetidos ao teste de potencializagdo do tempo

de sono induzido por éter etilico.
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Parameter
Table Analyzed Data 2
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary HEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 5
F 132,3
R squared 0,9297
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 21,96
P value 0,0002
P value summary HEE
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 313300 il 78330
Residual (within columns) 23690 40 592,1
Total 337000 44
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
OEHM 25 vs DZP 2 -221,3 27,29 Yes *EE
OEHM 25 vs OEHM 200 -91,78 11,31 Yes HEE
OEHM 25 vs OEHM 100 -21,56 2,657 No ns
OEHM 25 vs S -5,111 - No ns
Svs DZP 2 -216,2 26,66 Yes FEE
Svs OEHM 200 -86,67 10,68 Yes *EE
Svs OEHM 100 -16,44 - No ns
OEHM 100 vs DZP 2 -199,8 24,63 Yes EE
OEHM 100 vs OEHM 200 -70,22 8,657 Yes FEE
OEHM 200 vs DZP 2 -129,6 15,97 Yes HEE

APENDICE 5.8.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia de 1* Convulsdo (LC) em camundongos

submetidos ao teste de convulsdes induzidas por PTZ.
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S DZP OEHM 25 |JOEHM 100JOEHM 200| CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 75 1800 85 99 161 123
25% Percentile 119 1800 123 128 162 144
Median 150 1800 152 175 231 175
75% Percentile 165,5 1800 157,5 281,5 245,5 263,5
Maximum 170 1800 165 330 256 445
Mean 139,1 1800 139,6 195,2 207,4 211,9
Std. Deviation 31,85 0 26,37 82,78 41,63 100,9
Std. Error 10,62 0 8,789 27,59 13,88 33,65
Lower 95% Cl of mean 114,6 1800 119,3 131,6 175,4 134,3
Upper 95% Cl of mean 163,6 1800 159,8 258,9 239,4 289,5
Sum 1252 16200 1256 1757 1867 1907

APENDICE 5.8.1.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia de 1 Convulsdo (LC) em camundongos

submetidos ao teste de convulsdes induzidas por PTZ.
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Parameter
Table Analyzed LC
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary HEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
F 1158
R squared 0,9918
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 19760000 5 3953000
Residual (within columns) 163900 48 3414
Total 19930000 53
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P <0.05? | Summary
Svs DZP -1661 85,27 Yes HEE
Swvs CIN 50 -72,78 3,737 No ns
Svs OEHM 200 -68,33 - No ns
Svs OEHM 100 -56,11 --- No ns
Svs OEHM 25 -0,4444 --- No ns
OEHM 25 vs DZP -1660 85,25 Yes *EE
OEHM 25 vs CIN 50 -72,33 - No ns
OEHM 25 vs OEHM 200 -67,89 - No ns
OEHM 25 vs OEHM 100 -55,67 - No ns
OEHM 100 vs DZP -1605 82,39 Yes *Ex
OEHM 100 vs CIN 50 -16,67 - No ns
OEHM 100 vs OEHM 200 -12,22 --- No ns
OEHM 200 vs DZP -1593 81,77 Yes HEE
OEHM 200 vs CIN 50 -4,444 - No ns
CIN 50 vs DZP -1588 81,54 Yes HEE

APENDICE 5.8.1.3: Analise Teste ‘t” do efeito do pré-tratamento do OEHM (200 mg/Kg,
i.p.) X S, sobre a Laténcia de 1* Convulséo (LC) em camundongos submetidos ao teste de

convulsées induzidas por PTZ.
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Parameter

Table Analyzed LC
Column A S
VS VS
Column E OEHM 200
Unpaired t test
P value 0,0012
P value summary *E
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=3.911 df=16

How big is the difference?

Mean + SEM of column A

139.1 £ 10.62 N=9

Mean + SEM of column E

207.4 £+ 13.88 N=9

Difference between means -68.33+17.47
95% confidence interval -105.4 to -31.30
R squared 0,4888
F test to compare variances
F,DFn, Dfd 1.709, 8, 8
P value 0,4653
P value summary ns
Are variances significantly different? No

submetidos ao teste de convulsdes induzidas por PTZ.

APENDICE 5.8.2.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia de Morte (LM) em camundongos

164



S DZP OEHM 25 JOEHM 100|OEHM 200] CIN 50
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 194 1800 220 700 562 916
25% Percentile 264 1800 285 752,5 1401 1275
Median 438 1800 439 1200 1800 1800
75% Percentile 488 1800 486,5 1440 1800 1800
Maximum 1193 1800 1210 1560 1800 1800
Mean 466,1 1800 472.,4 1100 1574 1585
Std. Deviation 293,7 0 293,1 342,1 462,2 363,1
Std. Error 97,9 0 97,7 114 154,1 121
Lower 95% Cl of mean 240,3 1800 247,2 836,6 1219 1306
Upper 95% Cl of mean 691,9 1800 697,7 1363 1929 1864
Sum 4195 16200 4252 9896 14164 14265

APENDICE 5.8.2.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e CIN

50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) sobre a Laténcia de Morte (LM) em camundongos submetidos

ao teste de convulsdes induzidas por PTZ.
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Parameter

Table Analyzed LM
One-way analysis of variance
P value < 0.0001
P value summary HAE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 6
F 29,25
R squared 0,7529
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)
P value
P value summary ns
Do the variances differ signif. (P < 0.05) No
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 15470000 5 3094000
Residual (within columns) 5077000 48 105800
Total 20550000 53
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P < 0.05? | Summary
Svs DZP -1334 12,3 Yes HAE
Svs CIN 50 -1119 10,32 Yes ok
Svs OEHM 200 -1108 10,22 Yes Ak
Svs OEHM 100 -633,4 5,843 Yes HAE
Svs OEHM 25 -6,333 0,05842 No ns
OEHM 25 vs DZP -1328 12,25 Yes HAE
OEHM 25 vs CIN 50 -1113 10,26 Yes ok
OEHM 25 vs OEHM 200 -1101 10,16 Yes HAE
OEHM 25 vs OEHM 100 -627,1 5,785 Yes ok
OEHM 100 vs DZP -700,4 6,461 Yes Ak
OEHM 100 vs CIN 50 -485,4 4,478 Yes k
OEHM 100 vs OEHM 200 -474,2 4,374 Yes il
OEHM 200 vs DZP -226,2 2,087 No ns
OEHM 200 vs CIN 50 -11,22 - No ns
CIN 50 vs DZP -215 - No ns
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APENDICE 5.9.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) isolados e associados ao HALO 0,1 (Haloperidol 0,1

mg/Kg, i.p.), sobre o tempo de imobilidade dos camundongos submetidos ao teste da

HALO 0,1 | HALO 5,0 | OEHM 25| OEHM 100| OEHM 200 CIN50 | OEHM 25* | OEHM 100* | OEHM 200*| CIN 50*
Number of values 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9

Minimum 11 128 4 10 14 23 15 27 179 155
25% Percentile 16,5 2445 45 10 23,5 26,5 17,5 78,5 2145 2485
Median 25 260 6 11 30 47 24 138 260 266

75% Percentile 35 280,5 7 16,5 39 63,3 35,5 186 285 290
Maximum 122 283 7 26 49 76 124 268 300 300
Mean 34,89 251 5,667 13,78 30,78 47,33 35,11 136,1 2518 2584
Std. Deviation 33,85 48,6 1,225 5,333 10,54 19,22 34,16 74,41 43,39 43,32
Std. Error 11,28 16,2 0,4082 1,778 3,515 6,407 11,39 24,8 14,46 14,44
Lower 95% CI of mean 8,869 2136 4,725 9,678 22,67 32,56 8,851 78,91 2184 2251
Upper 95% Cl of mean 60,91 2884 6,608 17,88 38,88 62,11 61,37 193,3 2851 201,7
Sum 314 2259 51 124 277 426 316 1225 2266 2326

catalepsia induzida por haloperidol.

167



APENDICE 5.9.1.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e CIN
50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) isolados e associados ao HALO 0,1 (Haloperidol 0,1 mg/Kg,
i.p.), sobre o tempo de imobilidade dos camundongos submetidos ao teste da catalepsia

induzida por haloperidol.
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Parameter

Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value < (0.0001
P value summary rEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 10
F 71,94
R squared 0,89
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 98,17
P value < 0.0001
P value summary i
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 937600 9 104200
Residual (within columns) 115800 80 1448
Total 1053000 89
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P <0.05? | Summary
OEHM 25 vs CIN 50* -252,8 19,93 Yes wHE
OEHM 25 vs OEHM 200* -246,1 19,4 Yes wHE
OEHM 25 vs HALO 5,0 -245,3 19,34 Yes A
OEHM 25 vs OEHM 100* -130,4 10,28 Yes A
OEHM 25 vs CIN 50 -41,67 3,285 No ns
OEHM 25 vs QEHM 25* -29,44 -— No ns
OEHM 25 vs HALO 0,1 -29,22 -— No ns
OEHM 25 vs OEHM 200 -25,11 -— No ns
OEHM 25 vs OEHM 100 -8,111 -— No ns
OEHM 100 vs CIN 50* -244.7 19,29 Yes HEE
OEHM 100 vs OEHM 200* -238 18,76 Yes A
OEHM 100 vs HALO 5,0 -237,2 18,7 Yes A
OEHM 100 vs OEHM 100* -122,3 9,644 Yes A
QOEHM 100 vs CIN 50 -33,56 No ns
OEHM 100 vs OEHM 25* -21,33 No ns
OEHM 100 vs HALO 0,1 -21,11 -— No ns
OEHM 100 vs OEHM 200 -17 -— No ns
OEHM 200 vs CIN 50* -227,7 17,95 Yes rEE
OEHM 200 vs OEHM 200* -221 17,42 Yes ik
OEHM 200 vs HALO 5,0 -220,2 17,36 Yes wEE
OEHM 200 vs OEHM 100* -105,3 8,304 Yes wEE
OEHM 200 vs CIN 50 -16,56 No ns
OEHM 200 vs OEHM 25* -4,333 No ns
OEHM 200 vs HALO 0,1 -4,111 No ns
HALO 0,1 vs CIN 50* -223,6 17,62 Yes ik
HALO 0,1 vs OEHM 200* -216,9 17,1 Yes ik
HALO 0,1 vs HALO 5,0 -216,1 17,04 Yes ik
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HALO 0,1 vs OEHM 100* -101,2 7,98 Yes o
HALO 0,1 vs CIN 50 -12,44 — No ns
HALO 0,1 vs OEHM 25* -0,2222 — No ns
OEHM 25* vs CIN 50* -223,3 17,61 Yes o
OEHM 25* yvs OEHM 200* -216,7 17,08 Yes o
OEHM 25* vs HALO 5,0 -215,9 17,02 Yes ok
OEHM 25* vs OEHM 100* -101 7,962 Yes o
OEHM 25* vs CIN 50 -12,22 - No ns
CIN 50 vs CIN 50* -211,1 16,64 Yes HEE

CIN 50 vs OEHM 200* -204,4 16,12 Yes ok
CIN 50 vs HALO 5,0 -203,7 16,06 Yes o
CIN 50 vs OEHM 100* -88,78 6,999 Yes o
OEHM 100* vs CIN 50* -122,3 9,644 Yes o
OEHM 100* vs OEHM 200* -115,7 9,119 Yes o
OEHM 100* vs HALO 5,0 -114,9 9,057 Yes o
HALO 5,0 vs CIN 50* -7,444 0,5869 No ns
HALO 5,0 vs OEHM 200* -0,7778 — No ns
QEHM 200* vs CIN 50* -b,667 -— No ns

APENDICE 5.10.1.1: Coluna estatistica do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) isolados e associados a CETA 20 (Cetamina 20 mg/Kg,
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i.p.), sobre o numero de cruzamentos (NC) dos camundongos submetidos ao teste de

hipercinesia induzida por cetamina.

5 CET20 | HALO0,2 [ OEHM 25| OEHM 100| OEHM 200| CIN50 |HALQO0Q,2* | OEHM 25* | OEHM 100* | OEHM 200*| CIN 50*
Number of values 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9 9
Minimum 137 310 23 171 101 89 85 8 298 166 172 35
25% Percentile 164 320 26,5 180,5 109,5 101 95 9,5 3115 179 180,5 168
Median 181 335 37 195 119 121 111 14 333 191 191 178
75% Percentile 2085 3615 49 222 132 129,5 1245 61 391 2175 2105 198,5
Maximum 219 382 56 237 149 135 131 29 398 221 221 222
Mean 183,6 340,6 38,22 200,6 120,7 115,6 109,7 31,22 345,2 195,4 1948 1703
Std. Deviation 26,71 244 12,13 22,85 15,07 15,83 15,7 33,2 38,7 19,78 16,63 53,85
Std. Error 8,902 8,134 4,044 7,616 5,022 5,276 5,233 11,07 12,9 6,594 5,542 17,95
Lower 95% Cl of mean| 163 3218 289 183 109,1 1034 97,6 5,7 3155 180,2 182 128,9
Upper 95% Cl of mean| 204,1 359,3 47,55 2181 132,2 127,7 1217 56,74 375 210,6 2076 2117
Sum 1652 3065 344 1805 1086 1040 987 281 3107 1739 1733 1533

APENDICE 5.10.1.2: Analise ANOVA do efeito do OEHM (25, 100 e 200 mg/Kg, i.p.) e
CIN 50 (1,8-cineol 50 mg/Kg, i.p.) isolados e associados a CETA 20 (Cetamina 20 mg/Kg,
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i.p.), sobre o numero de cruzamentos (NC) dos camundongos submetidos ao teste de

hipercinesia induzida por cetamina.

Parameter
Table Analyzed Data 1
One-way analysis of variance
P value <0.0001
P value summary rEE
Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
Number of groups 12
F 119,4
R squared 0,9319
Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected) 36,13
P value 0,0002
P value summary ek
Do the variances differ signif. (P < 0.05) Yes
ANOVA Table SS df MS
Treatment (between columns) 970500 11 88230
Residual (within columns) 70960 96 739,2
Total 1041000 107
Newman-Keuls Multiple Comparison Test Mean Diff. q Significant? P <0.05? | Summary
HALO 0,2* vs OEHM 25* -314 34,65 Yes ke
HALO 0,2* vs CET 20 -309,3 34,13 Yes ok
HALO 0,2* vs OEHM 25 -169,3 18,69 Yes ok
HALO 0,2* vs OEHM 100* -164,2 18,12 Yes e
HALO 0,2* vs OEHM 200* -163,6 18,05 Yes ik
HALO 0,2* vs S -152,3 16,81 Yes rEx
HALO 0,2* vs CIN 50* -139,1 15,35 Yes ke
HALO 0,2* vs OEHM 100 -89,44 9,87 Yes rEE
HALO 0,2* vs OEHM 200 -84,33 9,306 Yes ok
HALO 0,2* vs CIN 50 -78,44 8,656 Yes ik
HALO 0,2* vs HALO 0,2 -7 0,7724 No ns
HALO 0,2 vs OEHM 25* -307 33,88 Yes rEx
HALO 0,2 vs CET 20 -302,3 33,36 Yes ok
HALO 0,2 vs OEHM 25 -162,3 17,91 Yes rEE
HALO 0,2 vs OEHM 100* -157,2 17,35 Yes ok
HALO 0,2 vs OEHM 200* -156,6 17,28 Yes ik
HALO 0,2 vs S -145,3 16,04 Yes rEx
HALO 0,2 vs CIN 50* -1321 14,58 Yes ke
HALO 0,2 vs OEHM 100 -82,44 9,097 Yes rEE
HALO 0,2 vs OEHM 200 -77,33 8,533 Yes ok
HALO 0,2 vs CIN 50 -71,44 7,884 Yes ik
CIN 50 vs OEHM 25* -235,6 25,99 Yes rrE
CIN 50 ws CET 20 -230,9 25,48 Yes rEx
CIN 50 vs OEHM 25 -90,89 10,03 Yes ke
CIN 50 vs OEHM 100* -85,78 9,465 Yes rEE
CIN 50 vs OEHM 200* -85,11 9,392 Yes ok
CIN 50 vs S -73,89 8,153 Yes ik
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CIN 50 vs CIN 50* -60,67 6,694 Yes HEE

CIN 50 vs OEHM 100 -11 1,214 No ns
CIN 50 vs OEHM 200 -5,889 - No ns
OEHM 200 vs OEHM 25* -229,7 25,34 Yes HEE
OEHM 200 vs CET 20 -225 24,83 Yes i
OEHM 200 vs OEHM 25 -85 9,379 Yes A
OEHM 200 vs OEHM 100* -79,89 8,815 Yes HEE
OEHM 200 vs OEHM 200* -79,22 8,742 Yes HEE
OEHM 200vs S -68 7,503 Yes ik
OEHM 200 vs CIN 50* -54,78 6,044 Yes HEE
OEHM 200 vs OEHM 100 -5,111 - No ns
OEHM 100 vs OEHM 25* -224,6 24,78 Yes A
OEHM 100 ws CET 20 -219,9 24,26 Yes HEE
OEHM 100 vs OEHM 25 -79,89 8,815 Yes ik
OEHM 100 vs OEHM 100* -74,78 8,251 Yes A
OEHM 100 vs OEHM 200* -74,11 8,178 Yes HEE
OEHM 100vs S -62,89 6,939 Yes i
OEHM 100 vs CIN 50* -19,67 5,48 Yes A
CIN 50* vs OEHM 25* -174,9 19,3 Yes HEE
CIN 50* vs CET 20 -170,2 18,78 Yes A

CIN 50* vs OEHM 25 -30,22 3,335 No ns
CIN 50* vs OEHM 100* -25,11 — No ns
CIN 50* vs OEHM 200* -24,44 - No ns
CIN 50* ws S -13,22 - No ns

Svs OEHM 25* -161,7 17,84 Yes HEE

Sws CET 20 -157 17,32 Yes A

Swvs OEHM 25 -17 -— No ns

Svs OEHM 100* -11,89 — No ns

Svs OEHM 200* -11,22 - No ns
OEHM 200* vs OEHM 25* -150,4 16,6 Yes A
OEHM 200* vs CET 20 -145,8 16,09 Yes i
OEHM 200* vs OEHM 25 -5,778 -— No ns
OEHM 200* vs OEHM 100* -0,6667 — No ns
OEHM 100* vs QEHM 25* -149,8 16,53 Yes i
OEHM 100* vs CET 20 -145,1 16,01 Yes ik
OEHM 100* vs OEHM 25 -5,111 -— No ns
OEHM 25 vs OEHM 25* -144,7 15,96 Yes i
OEHM 25 vs CET 20 -140 15,45 Yes A
CET 20 vs OEHM 25* -4,667 0,5149 No ns
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