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RESUMO




A ansiedade € um dos principais disturbios dorssteervoso central (SNC) de alta
prevaléncia, cujas ferramentas terapéuticas digpniapresentam efeitos colaterais
importantes ou ndo séo ativas em parte dos pasiebeste modo, a avaliagdo de novos
compostos com potencial atividade ansiolitica poaieer novas alternativas de tratamento,
mais eficazes e seguras. Preparacdes com basdoemapdes quimiotaxondmicas podem
ser uma promissora fonte de novas moléculas cowidate sobre o SNC. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar, no modelo dst¢ de esconder esferas e caixa claro e
escuro, um possivel efeito ansiolitico das espeéde<Litrus latifélia (CL) e Citrus
reticulata (CR), atividade previamente detectadaQitrus aurantium(CA). O estudo do
perfil da atividade farmacolégica foi complementadon a avaliacdo dos possiveis efeitos
sedativos, por meio do teste de sono induzido teredilico e a integridade do sistema
motor foi avaliada com a utilizagédo do teste daebgiratoria.  Os diferentes modelos
experimentais estao relacionados a diferentes @spelos transtornos ansiosos. Assim,
enquanto o procedimento do teste de esconder esfemeece refletir o transtorno
obsessivo-compulsivo, a caixa claro escuro refieteanstorno da ansiedade generalizada.
Os tratamentos dos 0leos essenciais (OE) foranstagizados oralmente por gavagem e
0s resultados comparados com seus respectivos sgcopirole, tratados com o volume
equivalente do veiculo utilizado para a solubil@aglo OE. No procedimento do teste de
esconder esferas, o OE das cascas dos frutos dg@kentou atividade ansiolitica nas
doses de 1,0 e 1,5g/kg e CR somente na maior @o$éd/kg. No procedimento da caixa
claro escuro, CL demonstrou atividade ansiolitisadnse de 0,5g/kg, porém CR néo foi
capaz de alterar os parametros avaliados. Nodesseno induzido por éter etilico, os OE
de CL, CR e CA apresentaram efeito na maior dosg@igkg, enquanto CA foi capaz de
alterar ainda a laténcia na dose de 1,0g/kg. NerbEnou droga-padrao avaliada na barra
giratéria apresentou prejuizo motor, assim podexfienar que o efeito ansiolitico
encontrado nos OE néo € devido a alteragGes monsishotor.



ABSTRACT




The anxiety is one of the main disturb of the central nervous system (CNS) of high
prevalence, whose available therapeutical tools present important collateral effect or are not
active in part of the patients. In this way, the evaluation of new compounds with potential
anxiolytic activity can bring new alternatives of treatment, more efficient and safe.
Preparations with basis of quimiotaxonomy information can be a promising source of new
molecule with activity on the CNS. Thus, the objective of this work was to evaluate, in the
model of the marble burying test and light/dark box test, a possible anxiolytic effect of the
species of Citrus latifolia (CL) and Citrus reticulata (CR), activity previously detected in
the Citrus aurantium (CA). The study of the profile of the pharmacology activity was
complemented with the evaluation of the possible sedative effect, by means of the sleep
induced by diethyl ether test and the integrity of the motor system was evaluated with the
use of the rotarod tes. The different experimental models are related with the different
aspects of the anxious disturbs. Thus, while the procedure of the marble burying test seems
to reflect the obsessive-compulsive disorder, the light/dark box test reflect the generalized
anxiety disorder. The treatments of essential oils (EO) had been all realized orally by
gavage and the results compared with its respective group-control, treated with the volume
equivalent to the vehicle used for the dissolved of the EO. In the procedure of the marble
burying test, the EO of the rinds of the fruits of CL only presented anxiolytic activity in the
doses of 1,0 and 1,5 g/kg and CR in the high dose of 1,5g/kg. In the procedure of the
light/dark box test, CL demonstrated anxiolytic activity in the dose of 0,5g/kg, however CR
was not capable to modify the evaluated parameters. In the sleep induced by diethyl ether
ted, the EO of CL, CR and CA had presented effect in the high dose of 2,0g/kg, while CA
was capable of modify the latency in the dose of 1,0g/kg. None OE or postive control
evaluated in the rotarod tes presented motor damage, thus can be affirmed that the
anxiolytic effect in the EO does not have the alterations in the motor system.
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Introdugdo

1 — INTRODUCAO

A ansiedade é um dos mais frequentes disturbiosisilema nervoso central
(SNC) e estima-se que aproximadamente 27 milhdesnaicanos sao afetados por
esta desordem (DUPONT et al., 1996 estudo ddepidemiologic Catchment Area
(ECA) de 1988 nos Estados Unidos, revelou que sardens ansiosas afetam 12,3% da
populacdo (REGIER et al.,, 1993). No Brasil, um d@stsemelhante de morbidade
psiquiatrica em adultos, realizado nas capitaisileieas de Brasilia, Sdo Paulo e Porto
Alegre, demonstrou que os transtornos ansiososrafei?,1%, 6,9% e 5,4% da
populagao respectivamente, encontrando-se em poirligiar entre 0s mais prevalentes
diagnosticos psiquiatricoALMEIDA FILHO et al, 1992). Estadesordem é
considerada um significante problema de salde gajtdifetando um amplo segmento
da populacédo e ocasionando grandes gastos reldomui@etamente com os cuidados
da doengca e hospitalizagdes ou, indiretamente, comacaso de mortalidades e
morbidades (BALLENGER, 2000).

A ansiedade € uma condicdo afetiva de dificil mlitdicdo tedrica e esta
intimamente associada ao medorém enquanto este é fruto de um perigo reconhecid
na ansiedade a ameaca é incerta e indefinida (GRAE®99; PEREIRA, 2004). De
modo geral os quadros ansiosos podem ser defio@moe um estado de apreenséo ou
tensdo, difuso ou vago, freqientemente acompanpadouma ou mais sensacgdes
fisicas, associados com um estado de excitacdm@muica,como suar, confuséo, e
respiracdo ofegante (mais notavel em pacientes atagues de panico), ou queixas
somaticas mais generalizadas como insénia, agitagdar muscular (GELENBERG,

2000; BRANDAO, 2001).
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E consensual na psiquiatria aceitar-se que todbwseano tem unguantum de
ansiedade considerada normal e de valor adaptatistp que esta ansiedade € um
fenbmeno conhecido pelo homem ha milhares de anée seria um exagero dizer que
esse sentimento foi um dos responsaveis pela se@neia humana na Terra. O medo
do ataque de predadores e a antecipacdo mentalpbesstibilidade (caracteristica tipica
da ansiedade) levaram o homem a adotar estragfgiages de fuga ou enfrentamento,
resultando na manutencdo da espécie (SCHMITT e KAREKI, 2004). A distingdo
entre 0 estado ansioso patoldgico e o normal mactstornos nitidos, mas representa
0 ponto no qual os sintomas interferem com asdatias produtivas normais. Sabe-se
gue um pouco de ansiedade é necessario para unorntdkempenho nas tarefas
cognitivas, porém quando em exagero pode ser ioadeg perturbando
acentuadamente o desempenho. Neste caso podessenfahinsiedade patoldgica, que
pode ser considerada uma resposta inapropriada astimulo, em virtude de sua
intensidade ou duracao, e serd alvo de intervengibica quando for desproporcional
as possiveis causas aparentes, muito persistémerferir no funcionamento global do
individuo de maneira significativa (PAPROCKI, 198RANDAO, 2001).

A classificagdo dos transtornos de ansiedade susgdiamente dentro das
classificacbes de transtornos mentais por dois vo®tiprincipais: a) ndo eram
reconhecidos como entidades clinicas distintas &slprimeiras classificacdes oficiais
de que se tem noticia se destinavam basicamemtgsérar os pacientes internados em
instituicbes psiquiatricas, deste modo, os sintormasosos quando descritos eram
relacionados a depressao grave (FIGUEIREDO, 2@)éin deste surgimento tardio, a
classificagdo dos quadros de transtornos ansiesossefrendo varias alteragdes com o
passar dos anos e atualmente o Manual de DiagmostiEstatistica das Doengas

Mentais (DSM-1V) classifica os transtornos ansioswsonze tipos diferentes.
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O transtorno da ansiedade generalizada (TAG) @izaise por uma ansiedade
OU preocupagao excessiva, na maioria dos dias, pgls menos seis meses,
acompanhada de pelo menos trés sintomas que podefair i inquietacao,
fatigabilidade, dificuldade de concentracéo, ibiidade, tensdo muscular ou transtorno
do sono. Tais sintomas indicam mal funcionamentomezanismo de resposta ao
estresse. Nesse contexto podemos entender osdimkvtom ansiedade generalizada
COmMO pessoas cronicamente preocupadas, inibidaSculbeas e emocionalmente
sensiveis (FIGUEIREDO, 2004; SCHMITT e KAPCZINSRD04).

O TAG é um transtorno que afeta mais o sexo femigia que o masculino
numa proporcéo de 2:1 (MURPHY et al., 1988; BLAZERal., 1991; NARDI et al.,
1997) e é provavelmente a desordem que mais seeteontrado coexistindo com
outras desordens mentais, usualmente outro tipdralestorno de ansiedade ou
desordens do humor, fazendo com que o seu diagn@stérencial se torne uma tarefa
particularmente complexa (BLAZER et al., 1991, FEBREDO, 2004).

O transtorno obsessivo compulsivo (TOC) tambémsamta aspectos clinicos
semelhantes a varios transtornos mentais podendfoinchr os limites diagndésticos
(TORRES, 2004)Segundo Cartwrigth e Hollander (1997), o TOC eneogimo uma
importante categoria de desordens que afeta cerd®% da populagdo dos Estados
Unidos. Esta é uma doenca comum e potencialmecdépacitante que consiste em um
amplo e instigante espectro de sintomas, ndo apdmasatureza ansiosa, mas com
caracteristicas que o aproximam de outros trarstarentais, ao mesmo tempo em que
mantém algumas especificidades clinicas, psicojgitals e cognitivas (CLUVER e
SCHUYLER, 2002; TORRES, 2004). No TOC, as carastieds essenciais sao
obsessbes e compulsdes recorrentes, suficienteigr@viss para consumir tempo (mais

de uma hora por dia), causar sofrimento acentuado piejuizo significativo,
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reconhecidas pelo individuo como “excessivas eionais”. As obsessdes podem ser
definidas como idéias, pensamentos, impulsos owedma persistentes, que sao
vivenciados como intrusivos e inadequados e caasamtiuada ansiedade e sofrimento,
enquanto as compulsbes seriam comportamentostiapetiex.: lavar maos, ordenar
coisas) ou atos mentais (ex.: contagem, orar, irepatavras), cujo objetivo seria
prevenir ou reduzir a ansiedade. Portanto, enquastubsessbes gerariam desconforto
emocional ou ansiedade, os rituais compulsivosetéguch a aliviar esse mal-estar, ndo
sendo em si prazerosos (FIGUEIREDO, 2004; TORRBB4R Ao contrario do TAG,

o TOC néo apresenta diferencas significativas degb&ncia na idade adulta entre os
dois sexos, porém pode acometer mais meninos @ueanhfancia (FLINT, 1994;
LECKMAN et al., 1995).

A distingdo entre o transtorno de ansiedade gemadal e do transtorno
obsessivo compulsivo é que no TAG o contetdo dgsi¢cBes ansiogénicas tende a ser
mais realistico que no TOC, envolvendo preocupaegesssivas com problemas reais
do dia-a-dia, sem carater magico (RASMUSSEN e EISIPN2).

Da mesma maneira que os critérios diagndsticogrdnstornos ansiosos foram
se modificando ao longo do tempo, o tratamentoagessndigcdes também evoluiu. O
tratamento do TAG pode ser dividido em duas abaaggomprovadamente eficazes:
farmacoterapia e psicoterapia. A experiéncia disiegere que a psicoterapia, qualquer
gue seja sua orientacdo, aumenta a adesdo aodnétafarmacoldgico e sua eficacia,
diminuindo sua duracdo (NARDI et al., 1997). A atagem farmacoldgica para o TAG
compreende uma vasta gama de farmacoterapicos. ntBurmuitos anos, 0s
benzodiazepinicos (BDZ) foram os farmacos de eaadatiizados, pois séo eficazes no
controle dos sintomas ansiosos e apresentam ageamtde oferecer alivio num curto

espaco de tempo (SCHMITT e KAPCZINSKI, 200@9s BDZ foram descobertos na



Introdugdo

década de 1960 e prescritos para milhares de pessaa ultimas décadas
(ROSENBAUM, 2005). O tratamento do TOC pauta-sed@umentalmente em
abordagens psicoterdpicas e no uso de medicamemttidepressivos de acao
serotonérgica, sejam eles triciclicos ou inibidatagecaptacdo da serotonina. J& BDZ
nao tém papel central neste tratamento (TORRES})200

Segundo Andreatini e colaboradores (2001), na @éah 1990 houve o0s
maiores avancos em compreender as bases neurom@etdéen neurohumorais da
ansiedade, assim como a farmacologia e a psicidedaptratamento das desordens
ansiosas. Embora na génese da ansiedade estareiidass diversos sistemas de
neurotransmissores integrados, 0os medicamentos caasimente empregados no
tratamento das desordens ansiosas vao envolver isbsmas GABAérgico e
serotonérgico (NUTT et al., 2002).

Dois achados marcaram a descoberta do modo delasdmnzodiazepinicos. O
primeiro foi a identificacdo dos receptores BDZ mesironios do SNC, e o segundo,
gue as drogas BDZ faciltam a acdo do neurotrasemiGABA (GRAEFF, 1999). O
GABA é um importante e abundante neurotransmissbitdrio no sistema nervoso dos
mamiferos. Os BDZ ao atuarem nos receptores GAB2oplados ao canal ibnico de
cloreto no SNC, inibirdo a atividade neuronal, aotaedo o influxo de ion cloreto nos
neurdnios, hiperpolarizando a célula nervosa, o apasionaria os efeitos inibitorios
(ROSENBAUM, 2005).

Por outro lado, o principal problema do uso teutipé dos BDZ é que o
transtorno da ansiedade generalizada é uma doeihgiascque necessita de tratamento
em longo prazo (SCHMITT e KAPCZINSKI, 2004). O ysmlongado dos BDZ pode
causar declinio de todos os dominios cognitivosccatencao/concentracdo, solugéo de

problemas, inteligéncia geral, velocidade psicommtoprocessamento sensorial,
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memoéria verbal e velocidade de processamento ddro®nmotor/desempenho
(BARKER et al., 2004). Mesmo o uso de BDZ em cymtazo tem sido associado com
algumas alteragbes como sedagdo, comprometimeictonqdor, amnésia anterograda
e dificuldade de aprendizagem de novos materiddFEET-JERROT et al., 1998),
sendo que pode ocorrer sindrome de abstinénoimahaiia e dependéncia. A tolerancia
aos efeitos ansioliticos do diazepam pode ser wdd@rem camundongos apds duas
semanas de tratamento (FLAISHON et al., 2003). Bmanos, ndo estad bem
estabelecido que o tratamento a longo prazo com BiDZsa causar tolerancia
(CARLSON e ROY-BYRNE, 2002).

Nos ultimos 10 anos a terapéutica da ansiedade stém beneficiada dos
antidepressivos. O sucesso desses farmacos nmeratado transtorno do panico fez
com gue as pesquisas se expandissem para outrns$otreds ansiosos, como por
exemplo, o transtorno obsessivo compulsivo. Oglaptessivos mais estudados sé&o os
inibidores da recaptacdo das monoaminas: noradven&/ou serotonina. Esses
farmacos tém se mostrado muito eficazes e com dieeabilidade, porém levam de
guatro a oito semanas para apresentar resultad@$MB T e KAPCZINSKI, 2004).
Além disso, importantes efeitos colaterais procagipelos antidepressivos, como boca
seca, Visdo turva, constipagcdo e retencdo urinpode limitar o seu uso em certos
pacientes (BALLENGER, 2001).

Tendo em vista o padrdo de eficAcia apresentadas miogas atualmente
disponiveis para o tratamento dos transtornos sie@ade, sdo necessarias pesquisas de
novos compostos. A pesquisa com produtos naturaisng fonte promissora na
obtencdo de novas moléculas com potencial ativifuheacoldgica, inclusive sobre o
SNC. A histéria testemunha a importancia das espé@getais na cultura dos povos. O

homem as utiliza para grande diversidade de fiasgdel 0 seu suprimento alimentar ao
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emprego como recurso na obtencdo de seus bensamsateiorma de expressao cultural
ressaltando-se o uso para o tratamento de doe@éddX{TO, 2000; SCHENKEL et
al., 2000). A atividade ansiolitica e/ou antidepies de alguns farmacoterapicos tem
sido melhorada pela combinagcdo de seu uso com éss@cias de diferentes espécies

vegetais, resultando na reducdo da dose dos meshtasre, portanto, nos seus efeitos
colaterais (KOMIYA et al., 2006)

O Oleo essencial obtido das cascas das frut&tdes aurantium L. (Rutaceae)
jd teve suas propriedades ansioliticas demonstragtas trabalhos anteriores
(CARVALHO-FREITAS e COSTA, 2002; PULTRINI et al.,006). Esta espécie é
popularmente empregada para curar ou aliviar iasdratar nervosismo, ansiedade e
histeria, e as flores sao utilizadas com fins seost (SANTOS et al.,, 1988,
SANGUINETTI, 1989, VASQUEZ et al, 1997, MEDICAL EINOMICS
COMPANY, 2000; LEHRNER et al., 2000). Compostos fdgrancia pura e oleos
essenciais tém varios efeitos em humanos e emsoesfecies de mamiferos quando
inaladas ou ingeridas, e muitos estudos dessesostogpe 6leos tem sido conduzidos.
Em camundongos, a inalacdo de 6leo essencial d® I{(KOMIYA et al., 2006), a
administracdo do 6Oleo dRosa centifolia (UMEZU, 1999; UMEZU et al., 2002) e a
administracdo de Oleo essencial Bassiflora incarnata (DHAWAN et al.,, 2001),
demonstraram efeito ansiolitico. Tal efeito biotmgtambém pode ser observado em
humanos, visto que em trabalho realizado com homanalheres expostos a gotas de
Oleo essencial d@itrus sinensis, dispersas na ante-sala de um consultério odontmdgi
provocou um efeito relaxante nos pacientes, espagiénte no caso das mulheres, que
apresentaram menor nivel de ansiedade, melhoraunawrhe maior estado de

tranquilidade (LEHRNER et al., 2000).
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A escolha da espéci€itrus aurantium como objeto de estudo foi feita
utilizando-se a estratégia etnofarmacoldgica, sdguma qual as espécies sao
selecionadas de acordo com o uso popular. Go#lBbrin (2000) defendem o uso da
estratégia quimiotaxondémica, segundo a qual saliadaa espécies taxonomicamente
préximas de uma cuja atividade ja foi detectada.

Seguindo a estratégia quimiotaxonbmica, e considera disponibilidade e
facilidade de acesso, outras espécies do gébieras foram avaliadas quanto ao seu
potencial atividade sobre o SNC.

A espécieCitrus latifolia Tanaka, conhecida popularmente como liméo-tahiti ou
lima da pérsia é uma lima &acida originaria na imdi@ sul da Asia. E uma das espécies
de Citrus mais rusticas, se desenvolvendo bem em solosggimedm é um dos menos
resistentes a climas frios (PIO CORREA, 1984). Hsita é freqiientemente usada
indiscriminadamente no lugar do limdo, com o quahpartilha muitas qualidades.
Citrus latifolia € usada popularmente em casos de febres, infedgégens e dores de
garganta (LAWLESS, 1995).

A espécieCitrus reticulata Blanco, conhecida popularmente como tangerina,
mexerica, bergamota, mandarina e laranja-cravo & planta originaria na Asia,
introduzida e largamente cultivada no Brasil (MAdal., 2001). Esta planta é utilizada
popularmente como digestiva, antiséptica, diurééicaua atividade sobre o Sistema
Nervoso Central inclui agbes sedativa, contra reswo e agitacdo (LAWLESS,
1995).

Os modelos experimentais utilizando-se de roeduaes avaliacdo da atividade
ansiolitica sao diversos e ainda ndo ha um consenéi@ratura a respeito daquele mais
especifico ou com maior poder preditivo, ou sejaygr se a substancia que esta sendo

testada tem ou ndo potencial para ser usada @ongato dos transtornos de ansiedade



Introdugdo

(ZANGROSSI e GRAEFF, 2004). Segundo o pesquisadgés Richard Lister (1990)
um modelo animal ideal deveria reproduzir todasascteristicas do fendbmeno que
procura investigar, sendo desta forma mais umadegio do que um modelo. No caso
dos transtornos psiquiatricos, como a ansiedad®, tadelos ideais parecem néao
existir. Deste modo, os modelos animais de ansgeedad tentativas de se modelar em
animais de laboratério determinados aspectos d@nsatologia, da etiologia ou
tratamento da ansiedade (ZANGROSSI e GRAEFF, 2004).

Como ainda nao ha consenso na literatura a respeitnodelo mais especifico
para a avaliagdo da atividade ansiolitica, partesbalho foram escolhidos os modelos
nao condicionados como: caixa claro-escuro e testesconder esferas, que apresentam
sensibilidade diferenciada para as drogas atuaémeisponiveis na terapéutica dos
transtornos ansiosos, como o0s derivados BDZ e d&legressivos triciclicos,
respectivamente. Os BDZ nao apresentaram ser uanalieonativa no procedimento do
teste de esconder esferas, pois acarretam emtdddicsistema motor dos animais,
impossibilitando estes de realizarem os seus cdampentos (Pultrini et al., 2006),
deste modo uma nova droga-padrdo foi necessara \@idar este procedimento
experimental. O estudo do perfil da atividade faroh@gica foi complementado com a
avaliacdo dos possiveis efeitos sedativos, por deieste de sono induzido por éter, e
a integridade do sistema motor foi avaliada cortilizacao do teste da barra giratoria.

Assim, os Oleos essenciais da cascas dos frutdSitdes latifolia e Citrus
reticulata foram avaliados com a finalidade de se fazer apepagdo com a atividade

biolégica ja detectada e@ aurantium.
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2 - OBJETIVOS
1. Estabelecer os parametros experimentais adegjyeada a utilizagdo da imipramina
como droga-padrao no procedimento experimentaledtelde Esconder Esferas.

2. Avaliar se 0s animais retornam ao seu desempeadal (antes do tratamento) apds a

reexposicao tardia no teste de esconder esferas.
3. Avaliar a atividade farmacoldgica dos 6leos esiségs obtidos de diferentes espécies
de Citrus em procedimentos experimentais adequados paretaleatividade ansiolitica

e sedativa.

4. Avaliar a interferéncia dos 6leos essenciaisesolsistema motor.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 — Material Vegetal
Os frutos deCitrus aurantium L. (CA) e Citrus reticulata Blanco (CR) foram

obtidos de espécimes cultivadas em area do IlmstiteitBiociéncias (IB) na UNESP -
Campus de Botucatu, enquantcidrus latifolia Tanaka (CL) foi obtido de espécime
cultivado em pomar caseiro, localizado no munic@@dotucatu.

As espécies de CL e CR foram identificadas peldepsor Vinicius Castro
Souza do departamento de Ciéncias Biologicas dal&Seiperior de Agricultura “Luiz
de Queiroz” (ESALQ) e avaliadas em procedimentoardgedade e sedacao. Enquanto
a espeécie CA foi identificada e depositada no herlila UNESP — Botucatu e avaliada

somente no teste do sono induzido por éter etilico.

3.2 — Obtencéo e identificacdo da composi¢do quiraidos 6leos essenciais (OE)
Imediatamente ap0s a coleta, as cascas dos fa@m® submetidas a extracdo

do OE por hidrodestilacdo, com a utilizacdo de par@ho do tipo Clevenger (Figura
1). O material vegetal foi cortado em pedacos h@&negs e misturado com agua
destilada dentro de um baldo volumétrico e postmesama manta aquecedora. Assim
que o conteudo entrou em ebulicdo, o vapor resaltpassou por um condensador,
retornando ao estado liquido e sendo depositadenerrompartimento onde a agua foi
separada do OE por principio de densidade. Os @s®snciais assim obtidos foram

armazenados sob refrigeragdo em frascos protedalbe.
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Figura 1 — Hidrodestilador utilizado para extragaadleo essencial das cascas dos frutos

Aliquotas dos 6leos foram encaminhadas para aifidagfio de seus principais
componentes. Tal procedimento foi realizado pela Dtarcia Ortiz no Laboratorio de
Produtos Naturais do Instituto Agronémico de CampiflAC). A identificacdo das
substancias foi conduzida em cromatografo gasosolan a espectrémetro de massas
(CG-EM, Shimadzu, QP-5000), dotado de coluna cagéasilica fundida OV - 5 (30m
x 0,25mm x 0,2bm Ohio Valley Specialty Chemical, Inc.), operandw pnpacto de
elétrons (70eV.). A identificacdo das substancisefetuada através da comparacao
dos seus espectros de massas com o banco de dasisgecha CG-EM (Nist. 62 lib.) e
literatura (McLAFFERTY e STAUFFER, 1989) e indice ettencdo (ADAMS, 2001.).
Os indices de retencdo (IR) das substancias folatidos através da co-injecdo da
amostra com uma série homologa de n-alcangtd(C CysHs,, Sigma — Aldrich, 99%)
no seguinte programa de temperatura: 60°C — 248°C/min. (ADAMS, 2001),

aplicando-se a equacgao de Van den Dool e Kratz (D8N DOOL e KRATZ, 1963).
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3.3 — Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos comi&® dk idade, pesando
entre 40-50 gramas, originados no Biotério CemntaaUNESP — Campus de Botucatu e
mantidos no Biotério do Departamento de Farmacalagib condigbes controladas de
luz (fase claro/escuro de 12 horas) e temperaRl%C(+2°C), com livre acesso de agua
e alimento por um periodo minimo de uma semana satém utilizados nos

procedimentos experimentais.

3.4 — Procedimentos Gerais

Os testes foram realizados em uma sala isoladasocomatenuado, controle de
temperatura e luminosidade e exaustdo de ar, Hangonhuma outra atividade estava
sendo realizada no momento do experimento. As ess&Xperimentais foram
realizadas sempre no mesmo periodo do dia parar eydalquer variacdo devido ao
ciclo circadiano dos animais. Duas horas antesioi dos experimentos, 0s animais
foram trazidos para o laboratorio para habituag@uole permaneceram sem acesso a
agua e alimento até o final dos procedimentos éxeetais. O periodo de jejum de
duas horas é suficiente para o completo esvaziangddtrico, condicdo importante
para homogeneidade de absorcéao.

Os OE das espécies @#trus testadas foram administrados por via oral, por
meio de uma céanula gastrica. Esses OE foram sifdhils com auxilio monoleato de
polioxietilenossorbitano (Tween 80® a 12%, Synthadd), agente que também foi
utilizado como controle negativo, administrado wvial. O diazepam e imipramina,
controles positivos utilizados para a sesséo exgeartal, foram solubilizados em salina

0,9% e a administracao foi realizada por via irgrapnial.
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Todos os procedimentos experimentais utilizaddg8oesle acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal (COBE#)foram aprovados pela

Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (CERARKos I).

3.5 — Avaliagdo da atividade ansiolitica

+ Teste de Esconder Esferas (“Marble Burying Test”)

Este procedimento foi bem descrito em ratos pon§@ colaboradores (1981),
mas também tem seus resultados bem reproduzidosagmndongos, visto que 0s
roedores exibem o comportamento de esconder esferagresenca de estimulos
aversivos como uma fonte de choque, alimentos aecivu objetos inanimados
(BROEKKAMP et al., 1986).

ApGs os tratamentos aos quais os diferentes grugmsanimais foram
submetidos, cada camundongo foi colocado individeate em uma das gaiolas-teste,
medindo 27 cm de comprimento, 16 cm de largura eri3de altura com o fundo
recoberto por uma camada de 5 cm de maravalhag sofual foram distribuidas de
maneira uniforme 25 esferas de vidro com 1,5 cndidenetro. Segundo Njung'e e
Handley (1990 os animais sem tratamento escondenmmair nimero de esferas
guando elas estavam espalhadas de forma uniformqeelquando agrupadas no centro
ou nos cantos.

Cada camundongo permaneceu durante 30 minutosp) ssmnéo retirado para
contagem das esferas escondidas. Foram considerscasdidas aguelas que estavam
totalmente cobertas pela maravalha (Figura 2Bha Paitar que os animais se esquivem
do contato com as esferas, cada gaiola-teste pecmatpberta por uma placa de

acrilico transparente, lisa, com pequenos furoa pantilacdo (Figura 2A).
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Foram submetidos aos procedimentos experimentaignosais previamente
selecionados utilizando-se como critério de selez@omportamento de esconder pelo
menos 13 das 25 esferas em trés dias consecutitesoa ao dia do teste. A pré-
selecéo indica o nivel de ansiedade basal dos sném&arecomendada para diminuir a
variabilidade dos resultados (BROEKKAMP et al., Bp&Este procedimento atesta a
consisténcia do comportamento de esconder as gsftgra ndo se extingue com a re-
exposicdo, caracterizando o procedimento como ropata o TOC. Na literatura
encontram-se outros indicios que relacionam estielmaom o TOC, como o fato das
drogas eficazes neste transtorno, por exemploibisianes seletivos da recaptacao da
serotonina (CARTWRIGHT e HOLLANDER, 1998), influgatem no numero de
esferas escondidas pelos roedores. Estudos satmmmortamento dos camundongos
evidenciaram que apos terem sido expostos as ederaidro, eles exibem intensa
atividade de esconder mesmo em sua auséncia. Tapoctamento compulsivo
contribui para sustentar a hipétese de que estelmedteja relacionado com o TOC

(GYERTAN, 1995).

Figura 2 — Gaiola-teste utilizada no teste de efsoesferas
A — no inicio do procedimento
B — no final do procedimento

15



Material e Métodos

+ Caixa Claro/Escuro (“Light/Dark Box”)

O procedimento experimental da Caixa Claro/Esc@GH) foi elaborado por
Crawley e Goddwin em 1980. Este modelo experimespa¢senta um alto grau de
homologia para o TAG (ZANGROSSI Jr. & GRAEFF, 2004)é baseado no conflito
natural que ocorre quando os animais sdo expostos ambiente nao familiar. Tal
conflito é gerado devido a tendéncia exploratéaural dos roedores e a tendéncia de
evitar o desconhecido — neofobia. A atividade egtfiria reflete o resultado
combinado destas tendéncias na nova situacao. Asai@aixa Claro/Escuro, as drogas
ansioliticas induzem um aumento nos comportamestesutados na parte clara. Um
aumento na transi¢cdo entre o ambiente claro e@ssem um aumento na locomogé&o
espontanea, é considerado reflexo da atividadelditsi (BOURIN & HASCOET,
2003).

A CCE é composta por uma arena em acrilico (46 x Z0cm de altura)
dividida em dois compartimentos: o menor (15 x Z0>xm) é preto e dotado de tampa,
e 0 maior (31 x 27 x 30 cm) é branco e iluminadeetdmente por uma lampada
fluorescente (fria) de 20 W. Os dois compartimerd@®s separados por uma placa de
acrilico preta de 27 x 30cm (base x altura) com ab®xtura de 7,5 x 7,5cm localizada

no centro da divisdo, ao nivel do chdo (Figura 3).

q

{ff-?i-i*:a—ﬂ

Figura 3 — Aparato da caixa claro/escuro
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Cada camundongo foi colocado individualmente ndroaha parte iluminada de
frente para a abertura que leva ao lado escuraiga. ©s comportamentos executados
durante 5 minutos apds a sua primeira entradadwdacuro foram registrados em fita
de video (VHS) para posterior quantificacdo dos uisggs parametros
comportamentais: namero de transigcbes entre oscdoipartimentos; tempo gasto no
compartimento claro; e numero de levantamentos alffrg@”) realizados no
compartimento claro.

A transicdo (entrada em um compartimento) é defimidmo a passagem das
guatro patas do animal pela diviséria e serve coradida da atividade locomotora. O
levantamento, indice de exploracdo, é definido doam animal se apdia nas patas
posteriores, com o tronco perpendicular ao pisaddea cabeca dirigida para cima e
tocando, ou ndo, com as patas anteriores, as patgedeaixa. Depois do periodo de
observacdo o animal sera retirado e o aparelhooliogmn uma esponja embebida em
agua (COSTALL et al., 1989; CRAWLEY & GODDWIN, 1980EPICARD et al.,

2000).

3.6 — Atividade Sedativa

< Sono Induzido por Eter Etilico
A atividade sedativa das espécies@l&us foi avaliada no modelo de sono
induzido por éter etilico. A efetividade dos OE foedida pela sua capacidade em
reduzir a laténcia e/ou aumentar o tempo de durdg&wno, quando comparada com o
veiculo - grupo controle negativo. A droga padréiizada como controle-positivo foi o

diazepam na dose de 5 mg/kg.

17



Material e Métodos

Trinta minutos apds o tratamento com os diferepiless, os animais foram
induzidos ao sono pela inalagdo de éter etilico cAmara saturada. A camara €
composta por um frasco hermético com capacidade ddr, na qual um pedaco de
algoddo embebido por 5 ml de éter era fixado entaupa (Figura 4A). O tempo entre
a colocacgdo do animal na camara, e a perda daagdestural, foi considerado como a
laténcia para o inicio do sono (Figura 4B). O ahiareda permanece na camara por 60
segundos apos a perda de seus reflexos, paranogeguida ser colocados em caixas
individuais para a avaliacdo da duracdo do sopogsentado pelo periodo entre a perda

e a recuperacao do reflexo postural.

Figura 4 — Animal na camara saturada com étecetili
A — no inicio do procedimento experimental
B — apds a perda do reflexo postural

3.7 — Avaliagdo da integridade do sistema motor —€Bte da Barra Giratoria

Em modelos animais de ansiedade a deteccdo ddaalivipode ser devida a
propria acdo ansiolitica ou a outras alteracbeomespecificas sobre o sistema motor
gue venham a impossibilitar a execucdo dos comperitbs que fornecem o0s

parametros para avaliagdo da atividade ansio(lR@DGERS et al., 1997b).
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Descrita por Dunhan e Miya (1957), o teste da bgiratéria (“Rota-rod”) é
capaz de detectar prejuizos neurolégicos minimosocoataxia, sedacdo e
hiperexcitabilidade, pois animais normais podemmsater por um longo periodo de
tempo sobre a barra giratéria (Figura 5) (SWINYARBUPFERBERG, 1985).

O aparato consiste de uma barra plastica rugo8acdede diametro e 50 cm de
comprimento que gira a uma velocidade de 5 r.psta Barra € dividida em 5 sec¢fes
iguais para possibilitar a avaliagao individuabdenimais ao mesmo tempo. A altura da
barra em relacéo a base do aparelho é de 25 cm.

Os animais foram selecionados 24 horas antes dmegiroento experimental,
tendo-se adotado como critério de sele¢cdo os mpandanetros utilizados no teste, ou
seja, a habilidade dos mesmos em se manter enibeiguidurante 1 minuto em no

maximo trés tentativas sobre a barra girando p.Br.

Figura 5 — Animal na Barra Giratoria

3.8 — Andlise Estatistica
Os dados quantitativos obtidos de amostras indeméesl foram comparados
por analise de variancia ndo paramétrica (Kruskalligy, e os obtidos de amostras

dependentes foram comparadas pelo teste de Friedinarambos 0s casos, testes a
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posteriori, para contraste entre os grupos, foram utilizageando necessario. As
propor¢ces foram comparadas pelo Teste Exato deerfFiFForam consideradas

significantes as diferencas associadas 5.
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4 — RESULTADOS

4.1 — Rendimento das Extra¢gbes dos OE
Na tabela 1 estdo apresentados os periodos ded&xulas OE das trés espécies

estudadas, assim como os rendimentos de cada &xtratiquotas dos OE foram
submetidas a analise por cromatografia gasosaat@pl espectrometria de massa para
determinacao de sua composi¢cao, apresentada tea 2abe

O composto majoritario de todas as extra¢des fahoneno, que aparece em
guantidade um pouco menor em CL do que nas outias espécies. Por outro lado, a
espécie deCitrus latifolia apresenta maiores concentracoeg-geéneno (cerca de 10
vezes) ey-terpineno (cerca de 4 vezes). Os demais compagtossentam menor
variagdo de concentracdo nas diferentes espécies.

Observamos ainda que o OE de CL, extraido emedifes periodos do ano,
difere na quantidade de alguns compostos minar#adomo por exemplo o Neral e
genarial, cujas concentracdes na extracao realeadanarco encontram-se trés vezes

maiores quando comparadas com a extracdo de dezembr

Tabela 1 — Rendimento total dos OE das cascasrdtiss fdeCitrus latifolia — CL,
Citrusreticdata — CR eCitrus aurantium — CA, extraidos por hidrodestilagéo.

Substancia CL CR CA
Extracdo Dezembro/2005 Margo/2006 Abril/2006 M208'5
Peso das cascas (g) 1137 634 1700 1200
Rendimento (mL) 3,4 3,7 8,8 7,5
pH 6-7 6-7 6-7 6-7
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Tabela 2 — Composicao quimica dos OE de CL, CR e CA

Substancia CL % (Dez/05)| CL % (Mar/06) | CR % (Abril/06) |CA % (Maio/05)
a-tujeno 0,42 0,23 0,18 -
a-pineno 2,03 1,82 0,67 0,57
sabineno 1,04 1,22 0,23 -
B-pineno 12,79 12,76 0,35 1,16
mirceno 1,27 1,21 1,67 1,09

Paracimeno 1,38 1,16 0,28 -
limoneno 58,43 57,85 90,22 87,01

y-terpineno 17,22 16,94 4,18 -

terpinoleno 0,45 0,49 - -
linalol 0,35 tr 1,03 2,76
terpin-4-ol 0,30 tr 0,11 -

a-terpineol 0,49 0,78 - 1,26

neral 0,52 1,51 - -
geranial 0,73 2,04 - -
acetato de nerila 0,80 0,67 - -

a-trans-bergamotenp 0,71 0,53 - -
a-bisaboleno 1,06 0,79 - -

(tr) tracos da substancia {10,22)

4.2 — Teste de Esconder Esferas

Experimentos anteriores com 0 OE da espéitiais aurantium demonstraram a
sua efetividade em reduzir o nimero de esferasndstas tanto apds um Unico
tratamento quanto apos tratamentos repetidos pordidS. No entanto, nestes
procedimentos o diazepam foi utilizado como drogdr@o, na dose de 2 mg/kg, o que
promoveu déficit motor no teste da barra girat@ialtrini et al., 2006).

Conforme mencionado anteriormente, o teste de ndsco esferas esta
relacionado com o transtorno obsessivo-compulsiesordem que se beneficia dos
antidepressivos para sua terapéutica. Os derivaela=odiazepinicos ndo sdo Uteis no
tratamento deste tipo de transtorno. Os antidepossgriciclicos sdo amplamente
utilizado na clinica, e representantes desta clegs@éutica se mostraram ativas no

teste de esconder esferas (ICHIMARU et al., 1995).
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Para substituir o diazepam como droga-padréo foolksla a imipramina,
farmaco pertencente a classe dos antidepressiwislitbs e para estabelecer os
parametros adequados do grupo controle tratadoessa droga, foi construido uma
curva dose-respostaGrupos de 7 a 8 animais foram tratados com imigrami
solubilizada em salina 0,9%, por via intraperitbo@m doses de 7,5 a 30 mg/kg. Cada
procedimento experimental foi acompanhado de umpayoontrole com Tween 80® a
12% (10 mL/Kg). Os resultados obtidos pelos anirdais grupos tratados com Tween
dos diferentes procedimentos foram comparados ¢éem@lo sido observados diferencas
significantes, foram agrupados para proceder a amagfo com as diferentes doses de
Imipramina.

Podemos observar que a imipramina nas doses @b 2030 mg/kg foi capaz de
reduzir o namero de esferas escondidas pelos anirnamportamento relacionado
como sendo ansiolitico (Figura 6). Optamos porizatil a dose de 30mg/kg como

controle, pois nesta dose a variabilidade de esfegeondidas pelos animais foi menor.
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Figura 6 — Numero de esferas escondidas por antnagééglos com imipramina (IM) nas
diferentes doses em mg/kg, ip. Entre parénteseg@pa numero de animais em cada
grupo. * p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguidoMiEnn-Whitney.
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+« Citruslatifolia Tanaka

Os animais foram pré-tratados (30 min) com o OEdaass 0,5; 1,0 ou 1,5g/kg.
O grupo controle foi tratado com o agente de sthagd@o do 6leo e um grupo positivo
tratado com 30mg/kg de imipramina. Foi registradatonero de esferas escondidas
pelos animais e os resultados obtidos estdo exygassFigura 7.

Os grupos de animais submetidos ao tratamento cQ#& oas doses de 1,0 e
1,5g/kg, apresentaram reducdo significante no ndirderesferas escondidas, quando

comparados com o grupo controle, comportamentocesigderado ansiolitico.
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Figura 7 — Numero de esferas escondidas por anims&dos com 6leo essencial de
Citrus latifolia (CL) e imipramina (IM). Entre parénteses aparecgiimero de animais
em cada grupo.

* p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguido de Manhitivey.

+ Citrusreticulata Blanco

Os animais foram submetidos ao tratamento comaubee(TW), OE deCitrus
reticulata nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5g/kg ou imipramina ose ddle 30mg/kg.

Observamos que o OE somente na dose de 1,5g/kgcdpaz de reduzir
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significantemente o nimero de esferas escondidas perimais submetidos ao modelo

experimental (Figura 8).
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Tween (9) CR-0,5g/kg (9) CR-1,0g/kg (9) CR-1,5g/kg (9) IM-30mg/kg (9)

Figura 8 — Numero de esferas escondidas por anims&dos com dleo essencial de
Citrus reticulata (CR) nas respectivas doses e imipramina (IM). eEmqtarénteses
aparece 0 niumero de animais em cada grupo.

* p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguido de Manhitfiey.

+»» Desempenhma Reexposicao tardia

Uma parte significativa de animais provenientesug@ colonia ndo pode ser
utilizada neste procedimento experimental por mesentar o apto de esconder esferas
no nivel pré-fixado: esconder pelo menos 13 dasstéras disponiveis, em trés dias
consecutivos. De cada lote de 20 animais, em méid&énm selecionados 15
camundongos, 0 que resulta cerca de 75% de aniqagsestdo aptos para o
procedimento.

Assim, um protocolo foi desenvolvido com o objetd® verificar se 0s animais
j& utilizados em um procedimento experimental retor ao seu desempenho basal
(apresentado antes do tratamento). Deste modo mes&vel reaproveitar os animais

selecionados, reduzindo o nimero total de aninsxiessarios.
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Os animais foram submetidos a sele¢céo conformegéritio, e apds a realizacao
do experimento, foram devolvidos ao biotério onéen@neceram por uma semana,
para entdo uma nova selecdo ser realizada. O aésutto processo de selecao (3
primeiras colunas) e o desempenho na exposicéia {@fdcoluna) sdo apresentados na

Figura 9.
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Figura 9 — Mediana e intervalo inter-quartil do miionde esferas escondidas durante o
procedimento de selecdo dos animais (colunas 1,32 &\ coluna 4 apresenta o
desempenho dos animais apds 1 semana do procedimxgerimental. Letras iguais
indicam que ndo ha diferenca estatistica (Testgiddman), n =29.

N&do foram observadas diferencas significantes emtse quatro sessdes
experimentais. O uso deste protocolo deve, airetaavaliado com relacdo a possiveis
efeitos residuais do tratamento realizado apés ae8840, e caso ndo se observe
interferéncias pode ser utilizado como uma formaedeizir o numero total de animais
ou, ainda, de modo a refinar o processo de sele¢@oentando a exigéncia do nimero

de esferas escondidas.
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4.3 - Caixa Claro/Escuro

Os parametros avaliados neste modelo experimememf tempo de
permanéncia no compartimento claro, nimero de iG@msentre os compartimentos e
namero de “rearing”. Os animais foram tratados comeiculo (TW), os OE de CL ou

CR nas doses de 0,25, 0,5 e 1,0g/kg ou a drog@&gadhzepam na dose de 1mg/kg.

++ Citrus latifolia Tanaka

O OE na dose de 0,5g/kg aumentou significantenenéenpo de permanéncia
dos animais no compartimento claro e o niumero wentamentos, quando comparado
com o grupo controle. O nimero de transi¢coes egm@mpartimentos néo foi alterado

por qualquer dos tratamentos (Figura 10).

+ Citrusreticulata Blanco

O OE de CR nao modificou qualquer dos parametrakaaos, em nenhuma das
doses testadas, embora tenha se observado umadiend@ grupo tratado com 0,5g/kg

(Figura 11).
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: [

N

=

o
|

180 -

B

W oo O N O
o O O O O o
I I I I I
1

Mediana (1Q25-1Q75)

—1—

Permanéncia (s) na parte clara

30 ~

|

20 A

15 ~

10 -

NUmero de transicdes
Mediana (1Q25-1Q75)

-

Mediana (1Q25-1Q75)
[N
o

Ndmero de levantamentos

Figura 10 — Tempo de permanéncia no compartimelat@,cnimero de transi¢cdes e
“rearings” que o0s animais realizaram apdés 30 mmudo tratamento com OE ou
diazepam. Entre parénteses, 0 nUmero de animais@angrupo.

* p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguido de Manhitiey
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Figura 11 — Tempo de permanéncia no compartimelat@,cnimero de transicdes e
“rearings” que o0s animais realizaram ap6s 30 meuio tratamento com OE ou
diazepam. Entre parénteses, nimero de animais aargcapo.

* p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguido de Manhitiey
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Duragéo (s)

Resultados

4.4 — Avaliacdo da Acdo Sedativa do Oleo Essendials Espécies de Citrus

A este modelo experimental foram submetido anirtraados com os OE de
Citrus latifolia, Citrusreticulata ou Citrus aurantium nas doses de 1,0; 1,5 e 2,0g/kg. O
grupo controle negativo foi submetido ao tratametdcagente usado na solubilizagao
do OE (TW) e um grupo foi tratado com a droga-padi@azepam na dose de 5mg/kg

(i.p.). Foram registrados o tempo de laténcia eragiio do sono.

++ Citrus latifolia Tanaka

O OE nas doses avaliadas nao foi capaz de aligrafieantemente a laténcia
para o inicio do sono, e apenas na dose de 2,(oblayva-se aumento significativo na

duracéo do sono (Figura 12).

Laténcia (s)

[1Tween (8) CL 1,5g/kg (7) [ DZP 5mg/kg (8)
.. B cCL1,0gkg (8) CL 2,0g/kg (8)
SRR I :
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5 20 - L
g oo
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e 250 - *
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% 150 _ T
= 100 - T :
o ] \\
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Figura 12 — Tempo (s) de laténcia e duracdo do swhzido por éter etilico. Animais
tratados 30 minutos antes do procedimento expetahdintre parénteses o nimero de
animais em cada grupo.

* p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguido de Manhitiey
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+ Citrusreticulata Blanco

O OE nas doses avaliadas nao foi capaz de alteenpo de laténcia para os
animais iniciarem o sono. O OE na dose de 2,0glkgeatou o tempo de duracéo de
sono significantemente quando comparado com o gcaptrole, mostrando atividade

sedativa (Figura 13).

[]Tween (7) CR 1,5g/kg (8) [] DZP 5mg/kg (8)
B CR 1,0g9/kg (8) CR 2,0g/kg (8)
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Figura 13 — Tempo (s) de laténcia e duracdo do swhazido por éter etilico. Animais
tratados 30 minutos antes do procedimento expetahdintre parénteses o nimero de
animais em cada grupo.

* p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguido de Manhitiey
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¢ Citrus aurantium L.

O OE na dose de 1,0g/kg promoveu uma reducao isgmié no periodo de
laténcia do sono. J4 as demais doses ndo foramesape alterar este parametro. A
duragao do sono dos animais aumentou quando foedadés com o OE na dose de

2,0g/kg e pelo grupo controle positivo diazepanyFa 14).

[]Tween (6) CA 1,59/kg (6) [] DZP 5mg/kg (6)
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Figura 14 — Tempo (s) de laténcia e duracdo do swhzido por éter etilico. Animais
tratados 30 minutos antes do procedimento expetahentre parénteses aparece o
namero de animais em cada grupo.

*p<0,05 Teste de Kruskall-Wallis seguido de Mannitivy
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4.5 — Avaliagdo da Agao sobre o Sistema Motor

4.5.1 — Teste da Barra Giratoria

O teste da barra giratéria tem a finalidade de oti@teprejuizo no sistema
nervoso motor que possam impossibilitar 0s anim@iexecutarem os comportamentos
analisados nos procedimentos experimentais. T fesrealizado com o objetivo de
verificar se o efeito observado nas drogas testéddsvido a sua agdo ansiolitica
propriamente dita.

Os animais foram tratados com imipramina nas dos&X,0; 25,0 e 30,0mg/kg,
gue foram ativas no teste de esconder esferasmwsdE deCitrus latifolia e Citrus
reticulata, nas doses de 0,5; 1,0 e 1,5g/kg. Nao foi obserpagjuizo de desempenho
sobre a barra giratéria em nenhuma das drogasiésstguando comparados com o
controle, apesar de uma pequena parte deles fallerese manter o equilibrio durante
0 1 minuto (Figura 15).

O desempenho dos animais quando submetidos aanémtia do OE de
C.aurantium no teste da barra giratéria foi previamente estadaor Pultrini e cols
(2006) e observou-se que o 6leo em questdo nasempacqualquer prejuizo sobre o

sistema motor
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Porcentagem de animais que ndo foram capazes mameser sobre a barra giratoria (5 r.p.m. )
durante pelo menos 1 minuto

[] Porcentagem de animais que se mantiveram duranteuto sobre a barra giratéria (5 r.p.m.)

Figura 15 — Avaliacdo do desempenho dos animaiadma com o Oleo essencial de
imipramina, Citrus latifolia e Citrus reticulata, no teste da barra giratéria 5 rpm. Entre

parénteses aparece 0 niumero de animais em cada grup
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5 — DISCUSSAO

A ansiedade € uma desordem com alta prevalénciaijas derramentas
terapéuticas disponiveis apresentam efeitos calat@nportantes ou ndo séo ativas em
parte dos pacientes. Estas caracteristicas estimal@rocura por novas ferramentas
farmacoldgicas, e a pesquisa com plantas medictnhaima importante fonte de novas
drogas. Compostos de fragrancia pura ou Oleos @agertém varios efeitos em
humanos e outras espécies de mamiferos quanddasala ingeridos e muitos estudos
com esses compostos tem sido conduzidos (KOMIYA.eR006). Estudos anteriores
mostraram que o 6leo essencial (OE)Gigus aurantium tem atividade em modelos
experimentais que reproduzem os principais transtode ansiedade (PULTRINI et al.,
2006). Diferentes procedimentos experimentais sébzados para verificar 0s
transtornos ansiosos, pois cada procedimento anatisaspecto diferente da desordem.

O procedimento experimental do teste de escondferassse baseia no
comportamento dos animais em esconder objetoseguesentam ou sdo associados a
estimulos aversivos, sendo considerado um compentam defensivo. Tal
comportamento é observado em ratos e camundongogl@Lestes enterram alguma
fonte de choque, alimentos nocivos ou objetos mados sobre uma camada de
material (BROEKKAMP et al., 1986). O procedimentascdesferas parece estar mais
relacionado com o transtorno obsessivo-compulsiveQd) do que com o transtorno de
ansiedade generalizada (TAG), apresentando tarittéreias farmacolégicas como
comportamentais. Farmacologicamente foi mostrade @liogas utilizadas na
terapéutica do TOC, como a clomipramina e inibidada recaptacéo da serotonina,
diminuem o namero de esferas escondidas pelos Bniotanportamento considerado

ansiolitico, tanto em tratamento agudo como cro(iCHIMARU et al., 1995). J4 em
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nivel comportamental, h& evidéncias que o0s animad® modificam seus
comportamentos quando expostos as esferas denedte modelo, ou seja, continuam
a enterrar as esferas quando reexpostos nos diasativos. Podemos notar na figura
9 que os animais reexpostos ao modelo experimedegpis de uma semana,
mantiveram seu comportamento basal, ou seja, caméim a esconder as esferas de
vidro, deste modo reforcando a hipotese que esteegimento ndo altera o
comportamento dos animais. Tal comportamento dendsc as esferas € associado as
compulsdes, diferente de modelos classicos do TA@w o labirinto em cruz elevado
e caixa claro e escuro, nos quais o animal ao q®rséo por uma segunda vez ja
demonstra alteragdo comportamental do que o oltkerma sua primeira exposicéo
(NJUNGEE et al., 1990).

O procedimento da caixa claro-escuro, relacionadon co TAG, foi
desenvolvido por Crawley e Goddwin (1980) e se ibasa averséo inata dos roedores
por areas iluminadas contrariando seu comportamexrpdoratorio (Bourin, 2002).
Deste modo, o camundongo é posto em uma situacdgualadeve reprimir seu
comportamento de exploracdo e ficar na area egptweegida) ou superar o medo do
ambiente iluminado para explora-lo, atividade egdemonstrativa de reducdo da
ansiedade. Deste modo os parametros avaliados foreempo de permanéncia no
compartimento claro, nimero de transicbes e o numerrearing”. Segundo Young e
Johnson (1991) a medida de tempo gasto no compantiintlaro, mas ndo o nimero de
transicoes, € o parametro mais consistente pafiara@atividade ansiolitica, idéia esta
também defendida por Lepicard (2000), o qual afigma o tempo gasto no lado claro é
o indicador mais robusto no estudo da ansiedadgyasto as transicoes estariam
relacionadas tanto com a ansiedade quanto a atévigbgploratéria do animal. Por outro

lado, Zangrossi Jr e Graeff (2004) afirmam que edidas que avaliam a ansiedade séo

36



Discussao

o0 tempo de permanéncia no compartimento claro émoero de transicoes. Nao héa
controvérsias na literatura quanto ao fato de quaimero de “rearing” realizados
reflete a atividade exploratéria (ESPEJO, 19979@esta relacionado com a ansiedade.

Como ja descrito, a espé€#rus aurantium apresentou atividade ansiolitica em
modelos que refletem os transtornos de ansiedad#o o procedimento do teste de
esconder esferas, quanto no procedimento da cdaxa e escuro, o OE do CA
apresentou atividade, reduzindo o numero de esfesasndidas e alterando os
parametros avaliados na caixa, respectivamentejoses de 0,5 e 1,0g/kg (PULTRINI
et al., 2006). Este trabalho teve como objetivoliavaa presenca de atividade
semelhante em 6leos essenciais obtidos de ouprésies deCitrus.

Visto que as trés espécies estudadas apresentarensod compostos quimicos
semelhantes, poderiamos esperar @Giteus latifolia (CL) ou Citrus reticulata (CR)
demonstrasse também efeito ansiolitico. No procedtindo teste de esconder esferas,
CL apresentou atividade na dose de 1,0 e 1,5qgfigmré7), enquanto CR apenas da
dose mais alta de 1,5g/kg (Figura 8), mantendavadadle ansiolitica esperada. J4 no
procedimento da caixa claro e escuro, CL mostreiitcesomente na dose de 0,5g/kg
(Figura 10), porém, surpreendentemente, CR mosapenas uma tendéncia de
atividade na dose de 0,5g/kg (Figura 11). Nos p@@smetros avaliados € possivel
observar uma curva em “U” invertido, ou seja, aana a menor dose utilizadas néo
apresentam efeitos

No procedimento do sono induzido por éter etilioolas as espécies avaliadas
mostraram atividade sedativa, prolongando a durdgéeono, nas doses de 2,0g/kg,
enquanto o CA, ainda, foi capaz de reduzir a la&éde inicio do sono na dose de

1,0g/kg (Figuras 12; 13 e 14).
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No teste da barra giratoria nenhum dos OE nas dosdimdas nos modelos de
ansiedade mostrou interferéncia sobre a habiliddake animais em se manter em
equilibrio (Figura 15). Com isto, podemos conclylie a atividade detectada nos OE
nao foi devida a presenca de comprometimento motor.

As atividades biolégicas avaliadas mostraram-seeptes nas trés espécies de
Citrus testadas, portanto pode-se esperar uma relag@oseiats composicdes quimicas
e os efeitos encontrados, identificando um possiweposto ativo comum.

Foram realizadas duas extracfes do Oleo esseneidlitdus latifolia em
diferentes periodos do ano e, ao comparar seuditagmss, verificamos que as
extracdes diferem entre si em alguns compostosritéinos (Tabela 2). Segundo Freire
e colaboradores (2005), condi¢des climaticas sodibilidade de agua no solo podem
alterar o metabolismo secundério das plantas secientemente, alterar a composicao
dos Oleos essenciais, durante as estacfes do anwaalho verificou que o Oleo de
Ocimun gratissmun L., extraido em diferentes estac6es do ano, apeesariabilidade
em suas atividades sedativas. No entanto, o OE. titifolia, extraido em diferentes
épocas do ano, ndo apresentou diferenca nas suidadds bioldgicas no decorrer dos
experimentos.

Um dos principais alvos dos procedimentos expetiaiené identificar os
compostos responsaveis pela atividade observa@Emmu extrato. E incomum que um
Gnico constituinte seja responsavel pela atividablgervada e muitos dos compostos
isolados podem exercem o mesmo efeito bioldégicohoea possam diferenciar na
poténcia. Entretanto ndo podemos assumir que opasxios mais ativos resultam na
maior atividade do extrato, sendo importante ddateama concentracdo de cada
composto e relacionar com suas caracteristicas-rdgpesta em procedimentos

experimentais. Assim é muito importante quantifices compostos presentes em

38



Discussao

extratos e OE antes que qualquer conclusédo posgaitsesobre o possivel composto
responsavel pelos efeitos observados (HOUGHTON, £Q07).

O limoneno é o composto majoritario presente nés &spécies, porém, em
menor quantidade no CL, cerca de 58%. Se tal camposse o responsavel pelo efeito
biolégico avaliado seria de se esperar atividadezethantes entre os OE de CA e CR,
pois estes apresentaram uma equivaléncia nas ¢oags, cerca de 90%. No entanto,
nao foi isso o observado, ja que o OE de CR séastrau ativo no procedimento do
teste de esconder esferas com a maior dose tedtiante do ocorrido com o OE de
CA. Efeitos no SNC devido a exposicdo a altas ddedsnoneno tém sido reportados
em estudos experimentais realizados com animasglnAinistracdo oral de-limoneno
(3ml) para ratos e camundongos resultou em dédfictbr (TSUJI et al., 1974). Efeito
similar também foi observado em camundongos emrasiréacao oral de limoneno na
dose de 1000mg/kg por dia, durante 13 semanas (NJ9)). Entretanto, tais efeitos
sobre o SNC podem tanto ser devido a acao diretamktituinte quimico quanto a uma
intoxicagdo, considerando os altos niveis de doses.

O segundo composto de maior proporgao nos OE de CR foi oy-terpineno
— cerca de 17% e 4% respectivamente — porém @ efagiolitico também ndo deve
estar relacionado com tal substancia, pois esgntaigso 6leo de CA.

O linalol, segundo maior constituinte presente lem @de CA (2,76%), também
encontrado nos OE de CR (1,03%) e CL (0,35%). Acentracdo de linalol em CL é
cerca de 8 vezes menor do que em CA, espéciespgescataram atividade bioldgica
semelhante. Deste modo, ndo parece ser o linalobnstituinte responsavel pelos
efeitos encontrados.

Deste modo, ao analisar a tabela 2, ndo conseguapoistar um composto

como sendo o principal agente da atividade ansilé sedativa encontrada nos trés
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Oleos das espécies testadas, porém é possivel pupaal efeito possa surgir do efeito
do sinergismo entre 0s constituintes.

Em teoria, a atividade observada em uma mistomo um OE ou extrato,
pode ocorrer devido a soma das atividades indiNgdd@s constituintes. Assim, 0 seu
fracionamento, cujo objetivo seria isolar os conpgspode resultar em aliquotas que
possuem uma maior atividade do que o extrato @aligim alguns casos, a atividade do
extrato total pode ser menor do que a atividadesales principais componentes,
entretanto ndo é incomum que o extrato origindldamma atividade maior que algumas
fracbes (HOUGHTON et al., 2007).

O sinergismo, agao conjunta de mais de um congtuipode resultar em
melhor atividade no extrato total que em seus ¢amges isolados. Freire e
colaboradores. (2005) observaram que o Oleo esdedoi Ocimun gratissmun
apresentou efeito anticonvulsivante, porém Gali(&i9)5), em trabalho posterior com
os constituintes isolados deste OE, ndo consegb&erear os mesmos efeitos
protetores, sugerindo que a atividade possa sedal@vum possivel sinergismo dos
constituintes.

Outras interagbes importantes entre os constitipteElem ocorrer, como por
exemplo, somacdo, potencializacdo ou até mesmo niag@ismo entre alguns
compostos, deste modo impossibilitando a idengicade um composto principal
responsavel pelas atividades observadas.

Deste modo, podemos concluir que as atividade®ditds observadas neste
trabalho, ndo podem ser relacionadas com algum @stmpomum entre o0s 6leos,
podendo ser resultado da acdo conjunta entre senigostos, sinergismo, ou de uma
possivel interagdo entre os constituintes que veanimapossibilitar a identificacdo do

principal composto ativo. O éleo essencial das @spaleCitrus demonstrou ser uma
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grande fonte com potencial para gerar novas afieasafitoterapicas, com possivel

efeito sobre os transtornos ansiosos.
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6 — CONCLUSOES

» A padronizagcédo das condicfes experimentais utdizaen imipramina como droga
de referéncia no procedimento do teste de esc@sfieras, se mostrou uma alternativa
mais consistente, pois € uma droga utilizada macelipara o tratamento do transtorno

obsessivo compulsivo, e ndo apresentou déficiigtersa motor.

» O Oleo essencial das cascas dos frutosCiteus latifolia Tanaka apresentou
atividade ansiolitica no modelo do teste de esaoesferas nas doses de 1,0 e 1,5 g/kg
e no modelo da caixa claro escuro na dose de Qg @ Oleo também apresentou

atividade sedativa no modelo de sono induzido fmredilico na dose de 2,0 g/kg.

» O Oleo essencial das cascas dos frutoCieus reticulata Blanco apresentou
atividade ansiolitica no modelo das esferas sommmt@maior dose testada (1,5 g/kg) e
ndo mostrou efeitos no modelo da caixa claro-escOradleo também apresentou

atividade sedativa no modelo de sono induzido fmredilico na dose de 2,0 g/kg.

» O Oleo essencial das cascas dos frutosCieus aurantium L. (ativo nos
procedimentos de ansiedade em doses menores qug/kh) também apresentou
atividade sedativa, diminuindo a laténcia paraioiondo sono na dose de 1,0 g/kg e

aumentando a duragéo do sono na doses de 2 grkgaelo de sono induzido por éter.

» A avaliacdo da integridade do sistema motor naotiiilou prejuizo nos animais
em nenhuma dose testada, tanto dos 6leos quantdrogas-padrdo utilizadas nos

modelos.
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» Nao foi possivel apontar algum constituinte comadseo responsavel pelas
atividades biolégicas observadas, sugerindo umstag@inergismo entre 0S compostos
presentes nos OE ou alguma interagcdo entre os ctosp@ue impossibilitou a

identificagcdo do constituinte ativo.
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