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RESUMO: A planta medicinal Ruta graveolens L. (RG), popularmente
conhecida como arruda, ja foi sugerida na literatura com potencial para o
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de deméncia ¢ da
doenga de Alzheimer. O objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos da
administragdo aguda do dleo essencial de RG (100 mg/kg) sobre a memoria
de curta e longa duragdo e verificar a reversdo da amnésia causada pela es-
copolamina em camundongos machos. Foram utilizados os testes de campo
aberto, esquiva inibitdria, labirinto aquatico de Morris ¢ avaliada a inibigdo da
enzima acetilcolinesterase cerebral. Os resultados mostraram que uma tnica
administragdo do 6leo essencial de RG ndo alterou a atividade locomotora
no teste de campo aberto, facilitou a aquisi¢ao de uma memoria de longa du-
racdo na tarefa de esquiva inibitoria, porém nao preveniu a amnésia causada
pela escopolamina. O 6leo essencial de RG ndo apresentou efeitos sobre a
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memoria de curta duragdo nem na inibi¢ao da acetilcolinesterase no cortex
pré-frontal, hipocampo e estriado. No labirinto aquatico de Morris ndo foram
observadas alteragdes em nenhum dos tratamentos. Com base nos resultados
obtidos, podemos concluir que o 6leo essencial de RG facilitou a aquisi¢do
de uma memoria aversiva de longa duragao.

Palavras-chave: Arruda. Memoria. Plantas Medicinais. Ruta graveolens.

ABSTRACT: Ruta graveolens L. (RG), a medicinal plant popularly known as
rue, has been investigated as a potential plant for drug development regarding
dementia and Alzheimer’s disease treatment. The aim of this study was to
investigate the effects of acute administration of RG essential oil (100 mg/kg)
on short and long-term memory and verify the reversal effects of scopolamine-
-induced memory impairment in male mice. Open field, inhibitory avoidance,
Morris water maze behavioral tests were performed and the inhibition of cere-
bral acetylcholinesterase enzyme was evaluated. The results obtained showed
that a single oral administration of RG essential oil did not alter locomotor
activity in the open field test, facilitated the acquisition of long-term memory
in the inhibitory avoidance task, but did not prevent scopolamine-induced
memory impairment. RG essential oil had no effect on short-term memory
or acetylcholinesterase inhibition in the prefrontal cortex, hippocampus or
striatum. In the Morris water maze, no changes were observed in any of the
treatments. Based on the results found in this study it is concluded that RG
essential oil single administration facilitated the acquisition of an aversive
long-term memory.

Keywords: Rue. Memory. Medicinal Plants. Ruta graveolens.

Introducgao

Uma das fontes importantes para o des-
cobrimento de um novo farmaco estd na
diversidade quimica dos compostos a serem
estudados, cujas fontes podem ser: compos-
tos sintéticos, produtos naturais ou quimica
combinatéria. Entre estas possibilidades, os
produtos naturais sdo considerados como
uma das maiores fontes de diversidade qui-
mica, pois, quando utilizados em doses ade-
quadas, podem produzir efeitos bioldgicos
consideraveis (STREGE,1999; BRISKIN,
2000; MONTANARI; BOLZANI, 2001;
ARONSON et al., 2012).
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A utilizacao de plantas com fins medi-
cinais, para tratamento, cura e prevengao
de doengas, ¢ uma das formas mais antigas
de pratica medicinal da humanidade. De
acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), cerca de 80% da populacdo
dos paises em desenvolvimento dependem
de plantas medicinais como unica forma
de acesso aos cuidados basicos de saude
(WHO, 1991; SEM; SAMANTA, 2015).
Em 2019, um estudo realizado no norte do
Brasil levantou a importancia de armazenar
informagdes referentes as plantas medicinais
na memoria humana. Saber qual planta me-
dicinal ¢ indicada para qual tratamento de
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doengas poderia ter importancia evolutiva
(DA SILVA et al., 2019).

A planta medicinal Ruta graveolens L.
(RG) é um membro da familia Rutaceae e ¢
popularmente conhecida como arruda. Trata-
-se de um arbusto perene de até um metro
de altura, com coloragdao verde ¢ um odor
caracteristico e acentuado. As folhas sdo pe-
quenas, profundamente divididas e pinadas.
Os caules sao muito ramificados e suas flores
sdo pequenas e amarelas (ZARGARI, 1990).

Os metabdlitos secundarios presentes
nas plantas sdo compostos quimicos que
participam do metabolismo celular e apre-
sentam inumeros efeitos bioldgicos e, por
esse motivo, sdo amplamente estudados. Tais
compostos podem ser extraidos de diferentes
maneiras, entre elas por meio da extragdo do
oleo essencial. Existem diferentes métodos
de obtencdo de dleos essenciais. Apenas
para citar alguns exemplos, encontram-se a
hidrodestilagdo, destilagdo a vapor e extragdo
por fluido supercritico (AZIZ et al., 2018;
AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2019).

Diferentes estudos demonstraram que a
RG apresenta atividade antimicrobiana, fun-
gicida (OLIVA et al., 2003; MEEPAGALA
et al., 2005; IVANOVA et al., 2005), anti-
-inflamatoria, antipirética, antinociceptiva
(RAGHAV et al., 2006; LOONAT; AMA-
BEOKU, 2014), propriedades hipotensoras
(CHIU; FUNG, 1997) e eficacia na contra-
cepcao (MAURYA et al., 2004).

Entre outras plantas, a RG ja foi sugerida
como uma nova candidata para o desenvol-
vimento de medicamentos para o tratamento
da deméncia e a doenga de Alzheimer por
sua possivel atividade inibitoria da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (RUSSO et al.,
2013; AGATONOVIC-KUSTRIN et al.,
2019). A AChE ¢ a enzima responsavel pela
degradagdo do neurotransmissor acetilcoli-
na. A acetilcolina é um importante neuro-
modulador envolvido com a formacdo de
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memorias (SMITH, 1988; FIBIGER, 1991;
TAYLOR; BROWN, 1994; SCREMIN et
al., 1997; LIKHTIK; JOHANSEN, 2019).
Embora existam muitos fatores atribuidos ao
desenvolvimento da doenca de Alzheimer, a
degeneracao de neurdnios colinérgicos (que
acarreta a diminuigdo da acetilcolina) € um
dos fatores responsaveis pela perda de me-
moria caracteristica da doenca. Logo, entre
as ferramentas farmacologicas paliativas dis-
poniveis para o tratamento da doenga de Al-
zheimer, alguns farmacos visam a aumentar
o nivel de acetilcolina no cérebro, contudo,
apresentam efeitos colaterais (BOWEN et
al., 1979; NOWOTNY et al., 2001; LANE
etal., 2018).

A memoria ¢ uma das mais importantes
fungdes cognitivas do ser humano, responsa-
vel pelo armazenamento de informagdes e de
conhecimentos. Ela ¢ a base para o desenvol-
vimento da linguagem, do reconhecimento
das pessoas e dos objetos do cotidiano. Sem
a memoria, a cada dia, ou a cada momento,
comegaria uma vida nova, sem contar com o
que foi aprendido anteriormente (MCGAU-
GH; IZQUIERDO 2000; BUDSON; PRIDE,
2001; IZQUIERDO, 2002; MARQUES,
2004; MOURAO JUNIOR; FARIA, 2015).

As memorias podem ser classificadas de
acordo com diferentes critérios, entre eles,
quanto a duragdo: imediata, curta duragdo
ou de longa duragdo. As memorias de curta
duracdo tém de poucos minutos até trés ou
quatro horas e as memorias de longa dura-
¢do persistem por dias, meses ou anos. A
diferenca entre as memorias de curta ¢ de
longa duragao reside ndo em seu conteudo
cognitivo, que € 0 mesmo, mas sim nos me-
canismos subjacentes a cada uma delas. A
formagao de uma memoria de longa duracdo
envolve uma série de processos metabdlicos
no hipocampo e outras estruturas cerebrais.
Enquanto esses processos ndo estiverem
concluidos, as memoérias de longa duragao
s30 labeis. A memdria ainda pode ser dividida
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em fases, como aquisi¢do, consolidagdo e
evocagao (IZQUIERDO; MEDINA, 1997,
ABEL; LATTAL, 2001; IZQUIERDO, 2002;
BEAR et al.,, 2002; SQUIRE; KANDEL,
2003; QUILLFELDT, 2010).

Uma vez que o sistema colinérgico esta
envolvido na consolidagdo e recuperacao de
informagdes durante um novo aprendizado,
o bloqueio dos receptores (entre eles os mus-
carinicos) de acetilcolina no sistema nervoso
central induz déficit de memoria temporario,
afetando o desempenho em tarefas de memo-
ria (DEUTSCH, 1971; BARTUS et al., 1982;
FLOOD; CHERKIN, 1986; GRASBY etal.,
1995). A escopolamina (ESC) é um exemplo
de antagonista ndo seletivo pds-sindptico
dos receptores muscarinicos, utilizado como
modelo experimental de déficit de memoria
(EBERT et al., 1998a; MCGAUGH, 1989;
PRADO-ALCALA, 1993). Pelo fato da
eliminagdo da ESC ser rapida, doses tnicas
tém apenas efeitos de curta duragdo (EBERT;
KIRCH, 1998b).

Com base no exposto acima, o presente
estudo investigou o efeito de uma tnica ad-
ministracdo via oral do 6leo essencial de RG
sobre a aquisicdo de uma memoria aversiva
de curta e longa duracédo, sobre a evocagao
de uma memoria espacial de longa duragao,
e ainda o efeito do dleo essencial de RG na
reversao do déficit de memoria induzido pela
ESC em camundongos machos.

Material e Métodos

Identificacdo e Coleta da Planta

A planta foi coletada no distrito de Ca-
poeré (longitude 27°45°00.17”’S e latitude
52°16°00.06”0), proximo a cidade de Ere-
chim, em agosto de 2011, e posteriormente
identificada por Camila Angela Zanella. No
mesmo dia da coleta a planta foi armazenada
em estufa de circulagao de ar a 30 °C para
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secagem. Apos cinco dias na estufa, a planta
seca foi triturada em moinho de facas. Uma
exsicata encontra-se registrada no Herba-
rio Padre Balduino Rambo (MURAU) da
Universidade Regional Integrada do Alto
Uruguai e das Missoes, sob registro: HPBR
11.576. Foram utilizadas no estudo todas as
partes do material vegetal, exceto as raizes.

Obtencao do Oleo Essencial

O o6leo essencial foi extraido pelo método
de hidrodestilacdo, conforme descrito por
Mossi et al. (2011). Foram utilizadas 100 g
de planta seca moida para dois litros de 4gua
destilada. Na hidrodestila¢ao a planta seca ¢
submersa na agua e submetida a fervura em
um sistema fechado. Os compostos volateis
sdo arrastados pelo aparelho graduado Cle-
venger e, apos resfriamento, os compostos
extraidos sdo coletados na forma de dleo
essencial (SEFIDKON et al., 2007; AZIZ et
al., 2018). Durante a extragdo, de aproxima-
damente 2 h, foi obtido o rendimento total
do 6leo para cada 100 gramas de p6 em mL
(% p/v). Apos a extracdo, o 0leo essencial
foi transferido para um recipiente de vidro
do tipo ambar e mantido a temperatura de
-20 °C para posterior utilizagao.

Caracterizagao Quimica

A caracterizagdo quimica do 6leo essen-
cial foi realizada como descrito por Restello
et al. (2009). Brevemente, as analises de
composi¢ao quimica dos compostos volateis
e semivolateis foram obtidas por Croma-
tografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas GCMS (Shimadzu, Modelo QP
5050A). O gas hélio foi utilizado para arraste
com vazdo de 1,0 mL.min-1, detector de 1.2
Kv. A temperatura utilizada do injetor foi de
280°C e interface a 300°C. A temperatura
inicial de 60° C com tempo de corte do
solvente em 5 min e aquecimento de 4,5°C/
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min até¢ 280°C. Foi empregada uma coluna
capilar DB-5 (30 m x 0.25 mm de didmetro
x 0.25 pm de espessura). O 6leo essencial foi
diluido em diclorometano na concentragao
de 50000 ppm. Os picos foram integrados no
modo manual em porcentagem do composto.
Para fins de identificacdo, foram compara-
dos os espectros de massas das amostras
com aproximadamente 170.000 compostos
previamente identificados na biblioteca do
equipamento (The Wiley Registry of Mass
Spectral Data, 7 ed) (MOSSI et al., 2010).

Animais

O presente estudo foi aprovado pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Universidade
Regional Integrada - URI Erechim, RS (re-
gistro 184/TCA/11). Foram usados camun-
dongos Swiss adultos machos, com 45 dias,
pesando 35 + 5 g, obtidos do Laboratério de
Experimentacdo Animal da URI Erechim.
Os camundongos foram mantidos em caixas
plasticas, quatro a cinco por caixa, em am-
biente com temperatura controlada (22 + 2
°C), em um ciclo de 12 h claro/escuro, com
livre acesso a ragdo e agua. Todos os experi-
mentos foram conduzidos entre 13h e 18h e
seguiram os principios éticos da Sociedade
Brasileira de Animais de Laboratorio. Os
camundongos foram escolhidos randomica-
mente para COmpor os grupos experimentais
e grupos independentes foram utilizados para
cada protocolo experimental.

Delineamento Experimental

Para a realizagdo das tarefas comporta-
mentais, os camundongos foram divididos
em quatro grupos experimentais. Controle
(veiculo + veiculo), RG (6leo essencial de
RG - 100 mg/kg + veiculo), ESC (veiculo
+ ESC 3 mg/kg) e o grupo RG + ESC (de
oleo essencial de RG - 100 mg/kg + ESC
3 mg/kg). Todos os grupos receberam, pri-
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meiramente, uma Unica administracdo via
oral (sonda intragéstrica, volume maximo
de 0,6 mL) de veiculo (6leo de canola ob-
tido comercialmente da marca SALADA®
com acidez maxima de 0,2% de acordo com
o fabricante) ou de o6leo essencial de RG.
E uma unica administracdo intraperitoneal
(volume maximo de 0,4 mL) de ESC ou
veiculo (solucdo salina 0,9 %). Para as doses
escolhidas, foram utilizados trabalhos prévios
da literatura (BORES et al., 1996; LIMA et
al., 2009; DA SILVA et al., 2009). A dose do
oleo essencial de RG foi obtida considerando
0 6leo essencial apds a extragdo como 100%.
A ESC (Scopolamine hydrochloride >90%)
foi obtida comercialmente da empresa Sigma
(ntimero de catalogo: S1013), Sdo Paulo, SP,
Brasil.

A administrac¢do unica do 6leo essencial
de RG foi realizada 45 minutos antes das ta-
refas comportamentais e a ESC 30 min antes
das tarefas comportamentais. A administra-
¢do foi delineada para acessar a aquisi¢ao e
a evocagao (diferentes fases da memoria). O
teste de campo aberto foi utilizado para ve-
rificar a atividade locomotora e exploratoria
dos camundongos sob efeito dos tratamentos
avaliados. No teste da esquiva inibitoria, a
administracao 45 minutos antes da sessao-
-treino foi escolhida para verificar se o 6leo
essencial de RG modularia o processo de
aquisi¢do de uma memdria aversiva, sendo
a consequéncia dessa Uinica administra¢ao
avaliada separadamente para a aquisicao de
uma memoria de curta e de longa duracdo.
J& para a tarefa de MWM, a administracao
feita 45 minutos antes da sessdo-teste foi
escolhida para verificar se o 6leo essencial
de RG modularia o processo de evocagao de
uma memoria espacial de longa duracao. As
avaliagdes comportamentais foram feitas por
um observador que desconhecia o tratamento
dos camundongos. E, antes de colocar um
novo camundongo nos aparatos experimen-
tais, estes eram limpos com alcool 10%.
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Testes Comportamentais

Campo Aberto

Essa tarefa foi realizada em um aparato
experimental quadrado, confeccionado em
madeira com 30 cm de largura, 30 cm de
comprimento ¢ 15 cm de altura, o chao con-
tendo quadrantes para facilitar a avaliagdo
dos comportamentos. Os camundongos eram
colocados no aparato por 3 minutos com
exploracdo livre. Foram contados o nimero
de cruzamentos (crossings, quando o camun-
dongo cruza os quadrantes definidos no chao
do aparato experimental) e levantamentos
(rearings, quando o camundongo levanta
as duas patas da frente) (ARCHER, 1973).
Foram efetuadas duas sessdes: uma sessao
de treino, logo apds as administragdes; e uma
sessdo-teste, 24 horas apds a sessdo-treino. A
tendéncia natural do animal em um ambiente
novo ¢ a de explora-lo, apesar do conflito
com o medo provocado pelo novo ambiente
(MONTGOMERY, 1955).

Esquiva Inibitéria

Esta tarefa foi realizada em uma caixa
de condicionamento, com a parte frontal de
vidro. Na extremidade esquerda da caixa foi
colocada uma plataforma de madeira de 8 cm
de largura ¢ 25 cm de comprimento, situada
a 5 cm do chdo da caixa. O chdo da caixa ¢
formado por uma grade de barras de inox,
as quais apresentam 0,2 cm de didmetro e
encontram-se separadas umas das outras por
um espago de 1 cm.

Na sessdo-treino os camundongos foram
colocados na plataforma e, ao descer com as
quatro patas nas grades de inox, receberam
um choque elétrico de 0,4 mA, durante 2
segundos. O tempo para laténcia de descida
foi registrado. Logo apds, os camundongos
foram retirados do equipamento e colocados
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em suas caixas de origem (MARQUES, 2004;
ZANELLA et al., 2012).

Nas sessoes-teste (90 minutos para memo-
ria de curta duragao e 24 horas para memoria
de longa durag@o), os camundongos foram
reexpostos a caixa de condicionamento,
mas com a extin¢ao do choque elétrico. Foi
estabelecido um teto maximo de laténcia de
descida da plataforma correspondente a 60
segundos na sessao-treino e 180 segundos na
sessao-teste, igualmente para todos os grupos
(ROESLER et al., 2003), de modo que as
laténcias superiores a estes padroes foram
consideradas como tais. O aumento do tem-
po de descida da plataforma na sessao-teste
¢ interpretado como formagdo da memoria
aversiva, uma vez que o animal evita descer
da plataforma relembrando o estimulo aver-
sivo (choque) recebido na experiéncia prévia
(IZQUIERDO, 2002).

Labirinto Aquatico de Morris

Para esta tarefa foi utilizado um tanque
(1 m de didmetro), dividido em quadrantes
(norte, sul, leste e oeste), contendo agua no
seu interior em uma profundidade de 30 cm.
Durante o treinamento, foi colocada uma
plataforma (10 cm de didmetro) obscurecida
com o preto e submersa a 1 cm abaixo da
superficie de agua (21 + 2°C), sempre dentro
do mesmo quadrante.

Cada treino consistiu de um bloco de
quatro tentativas, nos quais os camundongos
eram colocados em cada um dos quadran-
tes, e liberados para nadar por no maximo
um minuto cada treino. O treinamento dos
camundongos ocorreu durante quatro dias
consecutivos, antecedendo as administra-
¢oes. Se nao encontrassem a plataforma em
60 segundos, os camundongos eram guiados
até a plataforma, e mantidos sobre ela por 10
segundos. Entre cada treino, os camundongos
eram colocados em uma caixa para descansar
por 20 segundos. Para este teste foi registrado
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o tempo que o animal levou para alcangar a
plataforma durante os quatro dias de treino,
para possibilitar a constru¢@o de uma curva
de aprendizagem.

Nas paredes da sala de experimentagao
foram colocadas quatro pistas visuais. As
pistas continham 45 cm x 45 cm e foram
posicionadas 30 cm acima da borda superior
do tanque e os simbolos estavam posicio-
nados exatamente no ponto médio de cada
quadrante. No quadrante norte foi colocado
um circulo, no quadrante sul um tridngulo,
no quadrante leste um quadrado e no qua-
drante oeste uma cruz. No quinto dia, os
camundongos receberam as administragdes
conforme o protocolo descrito anterior-
mente e a plataforma foi retirada do tanque
para o teste ser realizado. O teste consistiu
em colocar os camundongos na posicao do
tanque no quadrante oposto ao qual estava a
plataforma, permitindo avaliar a memoria es-
pacial e compara-la entre os diversos grupos
(MORRIS, 1984; PREDIGER et al., 2008).

Durante a sessao de teste de cada animal,
o tempo despendido no quadrante correto e
o tempo que cada camundongo despendeu
para achar a plataforma (representando o
local onde ela estava posicionada) foram
analisados. O registro do desempenho dos
camundongos foi feito por meio de uma ca-
mera para filmagem colocada sobre o tanque
e, posteriormente, os dados foram analisados
em um computador.

Ensaio para determinagao da AChE
in vitro e ex vivo

Para o ensaio in vitro, o 6leo essencial de
RG foi diluido em 53% etanol e analisado
em uma curva de concentragdo de 1, 10,
100, 500 e 1000 pg/mL. Para o ensaio ex
vivo, foi utilizado como substrato da reagdo
o cortex pré-frontal, hipocampo e estriado
dos camundongos que passaram pelas tarefas
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comportamentais (exceto da tarefa campo
aberto). Ambos os ensaios foram realiza-
dos de acordo com Ceschi et al. (2016). A
atividade da AChE foi medida pelo método
de Ellman et al. (1961). A concentragdo de
proteina foi medida pelo método de Lowry
modificado (PETERSON, 1977), usando
albumina bovina como padrao. Foram uti-
lizados 5 camundongos por concentragao, ¢
as atividades foram medidas em triplicata.

Analise dos Dados

Os dados obtidos foram analisados quanto
a distribuicao pelo teste de Kolmogorov-
Smirnov e, por apresentarem distribui¢ao
normal, foram submetidos a uma Analise de
Variancia (ANOVA) de vias repetidas, se-
guida pelo teste post-hoc de Newman-Keuls.

Para a analise estatistica dos valores
obtidos para a atividade da AChE entre os
diferentes grupos, foi aplicado uma ANOVA
de uma via, seguido do teste post-hoc de
Tukey. Todos os resultados sdo expressos
por média e erro padrao da média. O nivel
aceitavel de significancia foi de p < 0,05 e
todas as analises foram feitas com auxilio
do software Statistica 8 e os graficos com o
software GraphPad 5.

Resultados

Analise da Composicdo Quimica do
Oleo Essencial

O rendimento do 6leo essencial obtido
para 100 g de planta moida foi de 0,8 mL
(p/v). O cromatograma do dleo essencial
de RG apresentou 6 picos. Os respectivos
compostos estdo representados na Tabela
I. Dois compostos mostraram-se majorita-
rios: 2-nonanone (37,91%), 2-undecanone
(34,71%) (Tabela I).
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Tabela I - Compostos quimicos identificados pela analise cromatografica

Pico Tempo de Retengdo Area % Composto
1 6,100 37,91 2-nonanone
2 7,500 0,54 geireno
3 11,233 0,67 2-decanone
4 13,600 2,79 2-octanol-acetato
5 15,075 0,93 geireno
6 16,875 34,71 2-undecacone

Avaliagbes Comportamentais

Uma tnica administra¢do do 6leo essen-
cial de RG nao alterou o niumero de cruza-
mentos, nem o niumero de levantamentos no
teste de campo aberto, quando comparado
com o grupo-controle (Figura 1). Entretanto,
os camundongos que receberam ESC au-
mentaram significativamente o niimero de
levantamentos (Figura 1B) na sessdo de teste
(24h ap6s a administragdo). O 6leo essencial
de RG ndo foi capaz de prevenir esse efeito
(ANOVA de vias repetidas F(1, 20)=18,270,
p=0,00037).

Com relagdo a memoria de curta duragao,
avaliada na tarefa de esquiva inibitoria, foi
possivel observar que, no protocolo utiliza-
do pelo presente estudo, o grupo-controle
aumentou significativamente a laténcia para
descida da plataforma na sessao de teste (90
min depois da sessao-treino) (ANOVA de me-
didas repetidas F(1, 30)=5,2154, p=0,02964).
A ESC foi capaz de abolir a aquisi¢do da
memoria de curta duragao, uma vez que nao
existem diferencga entre a sessao-treino e teste
(Figura 2A).

Diferente do esperado, o grupo que re-
cebeu o 6leo essencial de RG passou menos
tempo na plataforma na sessao-teste; o mes-
mo aconteceu no grupo que recebeu ambos 0s
6leos, essencial de RG e ESC, sugerindo que
o0 6leo essencial interferiu com a aquisicao de
uma memoria de curta duragao e que nao foi
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capaz de reverter o dano causado pela ESC
(Figura 2A).

Figura 1 - Efeitos da administragao aguda do 6leo essencial
de Ruta graveolens L. no teste de campo aberto em camun-
dongos machos. A. Numero de cruzamentos. B. Numero
de levantamentos. Os resultados sdo expressos em média +
erro padrao (n= 5-6 camundongos por grupo). ANOVA de
medidas repetidas, post-hoc Newmann Keuls * p < 0,05; **
p < 0,001. RG: ¢leo essencial de Ruta graveolens L. (100
mg/kg); Esc: escopolamina (3 mg/kg). Ns: ndo significativo.

A
3 Treino B Teste (24 h)
14
z ns
% 124 ns
E 104 == ns
g
2 8
“
% o
£
s H
8 2]
2 2
0- T T T
& 2 > &
& & & <
.é‘\ ‘30 0"
& N

Nimero de levantamentos

PERSPECTIVA, Erechim. v. 44, n.165, p. 135-152, setembro/2018



ADMINISTRAGAO AGUDA DO OLEO ESSENCIAL DE RUTA GRAVEOLENS L. SOBRE A MEMORIA E AMNESIA CAUSADA PELA ESCOPOLAMINA

EM CAMUNDONGOS MACHOS

Figura 2 - Efeitos da administracao aguda do 6leo essencial
de Ruta graveolens L. sobre a memoria de curta e longa du-
racdo na tarefa de esquiva inibitoéria em camundongos ma-
chos. A. Memoria de curta duragdo (90min). B. Memoria de
longa duragdo (24h). Os resultados sdo expressos em média
+ erro padrdo (n= 8-10 camundongos por grupo). ANOVA
de medidas repetidas, post-hoc Newmann Keuls * p < 0,05
diferenga significativa comparando-se sessdo-treino e teste.
#p < 0,05 em A. diferenca significativa comparando-se com
a sessdo-teste do grupo-controle. # p < 0,05 em B. diferen-
¢a significativa comparando-se com a sessdo-teste do grupo
RG. RG: dleo essencial de Ruta graveolens L. (100 mg/kg).
Esc: escopolamina (3 mg/kg). Ns: ndo significativo.
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Com relacdo a memoria de longa dura-
¢do, o grupo-controle, nesse protocolo, nao
aumentou significativamente o tempo de
permanéncia na plataforma durante a sesséo-
-teste. Por outro lado, os camundongos que
receberam o 6leo essencial de RG aumenta-
ram significativamente a laténcia de descida
da plataforma (ANOVA de medidas repetidas
F(1,31)=12,188, p=0,00147). Esse resultado
sugere que o dleo essencial de RG melhorou a
aquisicdo de uma memoria de longa duragao.
Apesar de promover essa melhora cognitiva,
0 0leo essencial de RG, na dose utilizada, ndo
foi capaz de prevenir o déficit causado pela
ESC (Figura 2B).

No MWM, o tempo despendido pelos
camundongos para encontrar a plataforma
submersa ¢ mostrado na Figura 3. Nao foram
encontradas diferencgas entre os tratamen-
tos no parametro laténcia para plataforma.
Também nao foram observadas diferengas
signficativas entre os grupos com relagdo ao
parametro tempo gasto no quadrante correto
(dados nao mostrados).

Na analise in vitro, a concentracdo de
1000 pg/ml do 6leo essencial de RG foi capaz
de inibir 33,7 £ 6,7 % da AChE (ANOVA de
uma via, post-hoc de Tukey F(5,24)=3,289,
p=0,0211) (Figura 4). Na analise ex vivo das
estruturas cortex pré-frontal, hipocampo e
estriado, ndo foram encontradas diferencgas
significativas de inibi¢do da enzima AChE
em nenhum dos tratamentos em nenhuma
das tarefas comportamentais empregadas no
presente estudo. O veiculo (6leo de canola)
utilizado para diluir o 6leo essencial de RG
nos experimentos in vivo nao causou per se
uma inibigdo da AChE (dados ndo mostra-
dos).

143



Camila Angela Zanella - Paula Santana Lunardi - Tanara Weber - Aline Rosset - Assis Ecker - Carlos Alberto Saraiva Gongalves -

Altemir José Mossi - Rogério Luis Cansian - Silvane Souza Roman

Figura 3 - Curva de aprendizado e os efeitos da administragao aguda do 6leo essencial de Ruta graveolens L. na evocagdo da
memoria espacial no labirinto aquatico de Morris. O grafico mostra as laténcias para encontrar a plataforma(s) observadas ao
longo dos quatro dias de treinamento. A seta indica que os tratamentos foram realizados na fase de evocagao da memoria espa-
cial, antes da sessdo-teste (quinto dia). Os resultados sdo expressos em média + erro padrdo (n= 8-10 camundongos por grupo).
Nao foram encontradas diferengas significativas entre os grupos. RG: 6leo essencial de Ruta graveolens L. (100 mg/kg). Esc:

escopolamina (3 mg/kg).
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Figura 4 - Efeitos in vitro do 0leo essencial de Ruta graveolens
L. sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase. Os resul-
tados sdo expressos em média + erro padrao da porcentagem
de atividade da acetilcolinesterase (n=5). ANOVA de uma
via post-hoc de Tukey. ** p < 0,01 diferenga significativa
comparando-se com o grupo-controle. RG: 6leo essencial
de Ruta graveolens L. (concentragdes indicadas no grafico).
AChE: Acetilcolinesterase.
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Discussao

Um grande niimero de plantas medicinais
vem sendo usado em todo o mundo pela me-
dicina tradicional. Na literatura, diferentes
compostos de produtos naturais tém sido
avaliados como fontes promissoras para o
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desenvolvimento de possiveis medicamentos
(BARBOSA FILHO et al., 2006). Cerca de
74% dos compostos puros naturais emprega-
dos na industria farmacéutica foram isolados
seguindo recomendagdes da medicina popu-
lar (SILVA JUNIOR, 1996). O Ginkgo biloba
¢ um exemplo de fitoterapico com possiveis
propriedades neuroprotetoras que tem seus
efeitos amplamente estudados e discutidos
(GOLD et al., 2002; TAN et al., 2015).

No presente estudo, foram encontra-
dos dois compostos majoritarios no 6leo
essencial de RG — 2-nonanone (37,91%) ¢
2-undecanone (34,71%) — extraidos pelo
processo de hidrodestilacdo com auxilio de
aparelho Clevenger. Stashenko et al., (2000)
observaram a presenca de 2-nonanone (8,9%)
e 2-undecanone (13,4%), dentre outros
compostos. A diferenga nas concentragdes
obtidas possivelmente esta relacionada com o
diferente método de extragao utilizado pelos
autores (extragdo com CO, subcritico com
auxilio de aparelho Soxhlet) (STASHENKO
et al., 2000). Yaacob et al. (1989) também
observaram que 2-undecanone (30,73%) e
2-nonanone (18,06%) sdo compostos pre-
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sentes de forma majoritaria no 6leo essencial
de RG. Os resultados obtidos por De Feo et
al. (2002) também demonstraram a presen-
¢a majoritaria de 2-undecanone (46,8%) e
2-nonanone (18,8%). Apesar de diferentes
trabalhos avaliarem a composi¢ao quimica do
oleo essencial de RG, nao foram encontrados,
até o presente momento, trabalhos que inves-
tiguem os efeitos desses compostos isolados
sobre a memoria de curta e longa duragdo em
camundongos, ressaltando a necessidade de
trabalhos nessa area.

Das avaliagdes comportamentais empre-
gadas no presente estudo, sabe-se que o teste
de campo aberto é caracterizado como uma
tarefa ndao aversiva. O comportamento de
levantar representa uma postura exploratoria
inata de pequenos roedores e, quanto mais
novo o ambiente, mais vezes o animal tende
a exibir tal comportamento. O niimero de
cruzamentos também expressa exploragao e
alteracdes na atividade locomotora (QUILL-
FELDT, 2010).

Os camundongos que receberam ESC no
presente estudo aumentaram significativa-
mente o nimero de levantamentos na sessao
de teste do campo aberto. O aumento no ni-
mero de levantamentos acontece normalmen-
te quando o animal é exposto a um ambiente
novo. Uma vez que, na primeira exposi¢ao
ao aparato experimental, os camundongos
estavam sobre os efeitos da ESC, o aumento
significativo no nimero de levantamentos na
sessdo-teste sugere que os camundongos nao
se lembram da exposi¢do prévia. Por outro
lado, o 6leo essencial de RG ndo alterou a
exploracdo nem a atividade locomotora, mas
também ndo foi capaz de prevenir o prejuizo
causado pela ESC. Nao foram observadas
alteragdes no numero de cruzamentos, o que
sugere que a atividade locomotora desses
animais ndo foi alterada pelos tratamentos
utilizados no presente estudo.

Com relagdo a memoria de curta duragdo
na tarefa de esquiva inibitdria, o 6leo essen-
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cial de RG ndo foi capaz de potencializar
essa memoria, nem foi capaz de prevenir os
déficits induzidos pela ESC. Entretanto, para
amemoria de longa durag@o, o 6leo essencial
de RG foi capaz de potencializar a aquisicao
dessa memoria. Nesse sentido, a nossa hipo-
tese de que o dleo essencial de RG poderia
inibir a AChE e, por esse motivo, recuperar
os déficits de memoria induzidos pela ESC,
e ainda facilitar a aquisi¢cdo de uma memoria
de curta duragdo, foi refutada. Contudo, a
nossa hipodtese de que o 6leo essencial de
RG poderia facilitar a aquisicdo de uma
memoria de longa duracdo foi confirmada.
Nao existem estudos sobre o0 mecanismo de
acdo do oleo essencial de RG que permitam
uma discussdo relacionada aos possiveis
alvos celulares que promoveram tal efeito.
Na literatura € possivel encontrar exemplos
de outros compostos capazes de prevenir o
dano causado pela escopolamina na tarefa
de esquiva inibitoria. Um desses exemplos €
a cafeina, presente no café¢, uma das bebidas
mais consumidas no mundo (BOTTON etal.,
2010; NIEBER, 2017).

A tarefa de MWM ¢ considerada por
alguns autores um paradigma complexo,
em que o desempenho dos camundongos
¢ influenciado por fatores relacionados a
atencao e motivagao, bem como pela fungao
sensoOrio-motoras, € estes fatores coletiva-
mente podem determinar o sucesso ou o fra-
casso em encontrar a plataforma (MORRIS,
1984; PREDIGER et al., 2008). Diferente
do esperado, ao se utilizar a concentragdo
de ESC de 3 mg/kg, ndo foram observados
déficits cognitivos com relacao ao parametro
de laténcia para plataforma na sessao de teste
da tarefa de MWM. Apesar de ndo ter sido
eficaz nessas condi¢des experimentais (no
sentido de prejudicar a evocagdo de uma
memoria espacial de longa duragdo), a ESC
causou déficit cognitivo nas outras tarefas
comportamentais empregadas. Nessa tarefa
o0 6leo essencial de RG per se nao promoveu
nenhum efeito.
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No presente estudo ndo foi observada
inibi¢do da enzima acetilcolinesterase nos
ensaios ex vivo, 0 que corrobora a ndo rever-
s30 do dano causado pela ESC observado na
tarefa de esquiva inibitéria e campo aberto.
Em contrapartida, o 6leo essencial de RG
mostrou-se eficaz em aumentar o potencial
cognitivo, no sentido de facilitar a aquisi¢ao
da memoria de longa duracdo na tarefa de
esquiva inibitoria, por um mecanismo de acao
ainda desconhecido.

Adsersen et al. (2006) observaram que
o extrato aquoso de RG na concentragdo de
0,1 mg/mL inibiu 22% da AChE, j4 o extrato
metanodlico na mesma concentragdo inibiu
39% da AChE in vitro. No presente estudo,
foi observado que para inibir 33,7 £ 6,7 %
da AChE foi necessaria uma concentragao
de 6leo essencial 10 vezes maior (1 mg/mL)
do que a utilizada de extrato metandlico no
estudo de Adsersen et al. (2006). Pelo fato de
0 extrato metandlico apresentar uma taxa de
inibi¢ao da AChE mais alta em concentragdes
menores, o efeito do extrato metanolico de
RG na memoéria e na amnésia induzida pela
escopolamina seria interessante de ser inves-
tigado em estudos futuros.

Alguns 6leos essenciais, de outras plantas
medicinais, mesmo em concentracdes meno-
res, promovem uma inibigdo da AChE mais
elevada. Apenas para citar alguns exemplos,
o Oleo essencial de Citrus auranlifolia, na
concentragao de 0,1 pl/ml, inibiu 65,8 +
3,55% da AChE ¢ o 6leo essencial de Salvia
officinalis, na concentracao de 0,1 pl/ml,
apresentou uma inibicdo de 52,4 £ 0,8%
(PERRY et al., 1996).

E importante ressaltar que a inibig¢do
da AChE ¢ apenas um dos mecanismos
envolvidos com a facilitacdo de memorias.
Por exemplo, alguns estudos sugerem que a
planta Rosmarinus officinalis pode facilitar
a memoria em roedores e até mesmo em
humanos (MOSS et al., 2003; ZANELLA
et al., 2012; NEMATOLAHI et al., 2018;
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BENNY; THOMAS, 2019), porém apresenta
uma pequena porcentagem de inibi¢ao sobre
a AChE, em torno de 17% (PERRY et al.,
1996; ADSERSEN et al., 2006).

O nosso estudo responde algumas per-
guntas, porém muitas ainda precisam ser
respondidas. Seria interessante, em estudos
futuros, investigar a biodisponibilidade do
oleo essencial de RG, pois, para determinar
se um composto fornece neuroprote¢ao apos
exposicao dietética, ¢ fundamental entender
como estes compostos sdo absorvidos, onde
sdo metabolizados e quais sao os metabolitos
biologicamente ativos ou inativos gerados.
Muitos compostos sdo fracamente absor-
vidos a partir do intestino e sdo altamente
metabolizados, ou rapidamente eliminados.
Portanto, a manuten¢ao de uma concentra¢ao
elevada no plasma requer a ingestao repetida
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Por
esse motivo, um tratamento cronico utili-
zando o 6leo essencial de RG acrescentaria
resultados promissores a literatura da area.
Seria interessante, também, avaliar os com-
postos separadamente, concomitante com o
uso de diferentes antagonistas para buscar
entender os mecanismos de acdo do 6leo
essencial de RG.

Consideragoes Finais

No presente estudo foi demonstrado, pela
primeira vez, que uma unica administragao
do dleo essencial de RG (100 mg/kg) facilitou
a aquisi¢do de uma memoria de longa dura-
¢do. Entretanto, uma tnica administragao
nao foi capaz de reverter a amnésia induzida
pela ESC. Os achados comportamentais
corroboram os resultados ex vivo, em que
ndo houve inibicdo significativa do 6leo
essencial de RG sobre a atividade da AChE
nas estruturas hipocampo, cortex pré-frontal
e estriado. A perda de memoria ¢ um dos
sintomas presentes em muitas condi¢des
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neurodegenerativas e afeta muito a qualidade o estudo de cada composto descoberto pode
de vida dos pacientes (SANDRY, 2015). Por  ser aprofundado para que, no futuro, sejam
esse motivo, a busca por novos compostos produzidos medicamentos eficazes para pre-
dentro da pesquisa basica ¢ uma fonte im-  venir ou recuperar déficits cognitivos.
portante de conhecimento. Em longo prazo,
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