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RESUMO

A alta prevaléncia de pessoas acometidas por algum disturbio de ansiedade associada aos
efeitos colaterais da farmacoterapia a longo prazo tem possibilitado e motivado a procura por
novas terapias. Como terapia complementar e alternativa, infusos obtidos de folhas, cascas e
flores de muitas espécies do género Citrus sdo utilizados pela populacdo no sentido de
minimizar disturbios emocionais e sdo recomendados no tratamento da ansiedade. No
contexto da busca por novos compostos ansioliticos e hipnotico-sedativos, o presente estudo
objetivou investigar o0 mecanismo de acdo ansiolitico e a atividade hipnético-sedativa in vivo
do Oleo essencial das cascas do fruto de Citrus limon (OECI). Os procedimentos
experimentais foram realizados com o 6leo essencial na forma em que é comercializado
(Ferquima Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo). Foram utilizados camundongos Swiss (n = 8),
adultos, machos, pesando 25-35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal
de Alagoas. Os testes de potencializacdo do sono induzido por barbitdrico — objetivando
avaliar seu efeito sobre 0 sono — além do labirinto em cruz elevado (LCE) e a caixa claro-
escuro (CCE), utilizando agonistas e antagonistas das vias GABAeérgica e/ou serotoninérgica
— a fim de se avaliar o mecanismo de agéo ansiolitico; bem como a avaliagdo de um possivel
comprometimento motor, através dos testes da barra giratdria e catalepsia, foram realizados
no Laboratério de Farmacologia e Imunidade. No teste de potencializacdo do sono, o
tratamento oral com OECI na dose de 300 mg/kg diminuiu a laténcia e aumentou o tempo
total de sono (p < 0,001). Nos modelos experimentais de ansiedade, 0 OECI (nas doses de 100
e 300 mg/kg) induziu um aumento no numero de entradas e na porcentagem de tempo nos
bracos abertos e, consequentemente, reduziu 0s mesmos parametros para os bracos fechados
quando comparado ao grupo veiculo no LCE. Além disso, essas mesmas doses aumentaram o
namero de transicdes e a porcentagem de tempo na area clara na CCE, comparando-se ao
mesmo grupo controle (p < 0,001). O mecanismo de ac¢do ansiolitico do OECI foi investigado
atraveés do pré-tratamento com flumazenil, NAN-190 e ketanserina nos mesmos modelos de
ansiedade. O efeito ansiolitico foi antagonizado apenas pelo pré-tratamento com flumazenil.
Na avaliacdo da performance motora, ndo foi observado nenhum prejuizo na funcdo motora
dos animais nos testes da barra giratoria e catalepsia. Os resultados sugerem que o tratamento
oral com OECI induz um comportamento ansiolitico em camundongos sugestivamente
modulado pelo sitio de ligacdo benzodiazepinico no receptor GABAA ou pelo aumento da
neurotransmissao GABAGérgica, de modo que ndo hd comprometimento do aparelho
locomotor.

Palavras-chave: Citrus limon. Oleo essencial. Hipnético e Sedativo. Ansiolitico.
GABAérgico.



ABSTRACT

The high prevalence of people suffering from some anxiety disorder associated with side
effects of long-term pharmacotherapy has enabled and motivated the search for new therapies.
As a complementary and alternative therapy, infusions obtained from leaves, peels and
flowers of many species of the genus Citrus are used by the population to minimize emotional
disorders and they are recommended in the anxiety treatment. In the context of the search for
new anxiolytics and sedative-hypnotic compounds, the present study aimed to investigate the
mechanism of anxiolytic action and the hypnotic-sedative activity from fruit's peels of Citrus
limon essential oil (CLEO). The experimental procedures were performed with essential oil in
the way in which it is marketed (Ferquima Ind. & Com. Ltda, S&o Paulo). Adults male Swiss
mice (n = 8, each group), weighing 25-35g, from the Central Biotery of the Federal University
of Alagoas were used. Tests for potentiation of barbiturate-induced sleep - to evaluate its
effect on sleep - in addition to the elevated plus-maze (EPM) and light-dark box (LDB), using
agonists and antagonists from GABAergic and/or serotoninergic pathways - in order to
evaluate the mechanism of anxiolytic action; as well as assessment of a possible motor
impairment, through Rota-rod and catalepsy tests, were conducted at the Laboratory of
Pharmacology and Immunity. In the sleep test, oral treatment with CLEO at the dose of 300
mg/kg decreased latency and increased the sleep total time (p < 0,001). In experimental
models of anxiety, CLEO (at doses of 100 and 300 mg/kg) induced an increase in the number
of entries and percentage of time spent in the open arms and, accordingly, in the reduction of
the same parameters for the closed arms as compared to the vehicle group in the EPM.
Furthermore, CLEO increased the number of transitions and the percentage of time in the
light area in the LDB, compared to the same control group (p < 0,001). The anxiolytic
mechanism of action of CLEO was investigated by pretreatment with flumazenil, NAN-190
and ketanserin at the same anxiety models. The anxiolytic effect was only antagonized by
pretreatment with flumazenil. In the motor performance evaluation, no injury was observed in
motor function of animals evaluated in catalepsy and rota rod tests. Results suggest that oral
treatment with CLEO induce an anxiolytic behavior in mice suggestively modulated by the
benzodiazepine binding site of the GABAA receptor or by increased of the GABAergic
neurotransmission, so that there is no impairment in the locomotor system.

Keywords: Citrus limon. Essential oil. Sedative and Hipnotic. Anxiolytic. GABAergic.
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1 INTRODUCAO

1.1 Transtornos de ansiedade

A ansiedade é considerada o transtorno psiquiatrico de maior incidéncia mundial,
sendo caracterizada pela fobia desproporcional frente a situagcdes que representem estresse,
perigo, ameacas reais ou desafios cotidianos. Entretanto, pode ser manifestada também na
auséncia de perigo real. Apresenta componentes fisioldgicos e psicoldégicos com sintomas
emocionais, perceptivos, somaticos, cognitivos e comportamentais, podendo culminar na
faléncia da capacidade adaptativa (BENUTE et al., 2009; BRAGA et al., 2010; RIBEIRO,
2010).

O quadro do paciente com ansiedade cronica é caracterizado pelo comprometimento
das atividades diarias, implicando em alteragdes no pensamento, na percepgdo e no
aprendizado, gerando diminuicdo da habilidade de concentracdo, reducdo da memoria e
perturbacdo na capacidade de relacionar-se (SADOCK, 2009).

Nesse sentido, a ansiedade cronica é considerada um problema de saude publica, em
virtude do seu progressivo crescimento na populacdo e do seu elevado potencial
comprometedor da qualidade de vida dos individuos, seja em suas relagcdes pessoais, sociais
ou profissionais (GONCALVES; KAPCZINSKI, 2008).

De acordo com um estudo recente multicéntrico desenvolvido por Wittchen et al.
(2011), abrangendo 30 paises europeus e uma populacdo de 514 milhdes de pessoas, 0S
transtornos de ansiedade tiveram as maiores estimativas de prevaléncia em 12 meses (um total
de 14%) em comparagdo com todas as outras condi¢des psiquiatricas.

Andrade et al. (2012) reuniram dados epidemiolégicos de 24 paises e constataram que
no Brasil, onde a regido metropolitana de Sdo Paulo foi o Unico local de estudo, 29,6% dos
habitantes apresentaram transtornos mentais, sendo a mais alta registrada em todas as areas
pesquisadas. Dentre os transtornos avaliados, os de ansiedade foram o0s mais comuns,
afetando 19,9% dos entrevistados. Em seguida, apareceram transtornos de comportamento
(11%), transtornos de controle de impulso (4,3%) e abuso de substancias (3,6%). Os Estados
Unidos, por exemplo, nesta pesquisa, apareceram em segundo lugar, com pouco menos de
25%. A razdo da alta prevaléncia, de acordo com o grupo de pesquisa, pode ser explicada pelo
cruzamento de duas varidveis incluidas no estudo: a alta urbanizacdo e a privacdo social,
concluindo que o componente social estd diretamente envolvido no desencadeamento da

ansiedade.
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Dessa forma, a ansiedade cronica depende da interacdo entre predisposicdo e fatores
ambientais, incluindo os de natureza socio-cultural (DUARTE et al., 2007). A predisposicao
é, em parte, determinada geneticamente, sofrendo influéncia de experiéncias marcantes
durante o desenvolvimento (episodios traumdticos na infancia, por exemplo) e do meio
ambiente (CUTIN et al., 2003).

O quadro patoldgico de ansiedade acomete de 10 a 30% da populacdo mundial de
modo debilitante (MULUMO et al., 2012) e, segundo o Diagnostic and Statistical Manual of
Mental Disorders (DMS-IV-TR), os transtornos de ansiedade sdo classificados em:
transtornos de ansiedade generalizada (TAG), transtorno do panico (TP), fobias, transtorno
obsessivo compulsivo (TOC), desordem do estresse pOs-traumatico e outros transtornos de
ansiedade ligado a uma condicdo clinica, ao uso de substancias ou ndo especificados; sendo
diferenciados devido a natureza dos sintomas envolvidos (DMS-IV-TR, American Psychiatric
Association, 2002).

Dentre eles, o TAG € considerado o disturbio mais frequente nos individuos atendidos
nos servicos de saude que receberam diagndstico de ansiedade. De acordo com os critérios do
DMS-IV-TR, o TAG é caracterizado por preocupacdo excessiva e tensdo continua durante os
varios eventos diarios do cotidiano com duracédo de, pelo menos, seis meses, e incapacidade
de controlar estes sentimentos. A condicdo vem acompanhada por, no minimo, trés ou mais
sintomas adicionais, que podem ser psiquicos — como agitacéo, irritabilidade, dificuldade de
concentracdo — ou somaticos — incluindo fadiga, tensdo muscular e disturbios do sono (DMS-
IV-TR, American Psychiatric Association, 2002; STAHL, 2010).

Embora muitos estudos tenham sido realizados com a finalidade de elucidar os
mecanismos fisiopatoldgicos e comportamentais cruciais na génese da ansiedade, ainda ndo
h& uma hipotese totalmente consolidada. Entretanto, trés vertentes principais tentam explicar
0 mecanismo pelo qual as desordens de ansiedade sdo desencadeadas. A primeira delas se
refere as teorias psicanaliticas, que foi definida por Sigmund Freud como o resultado do
conflito psiquico entre desejos inconscientes sexuais e agressivos, com ameacas
correspondentes do superego e da realidade externa. Em resposta a isso, 0 ego mobilizaria
mecanismos de defesa para evitar que pensamentos e sentimentos inconscientes inaceitaveis
emergissem para a percep¢do consciente. A segunda, associada as teorias comportamentais,
defende a ideia que a ansiedade é uma resposta condicionada aos estimulos especificos do
ambiente. A Ultima, a teoria existencial, afirma que ndo ha um estimulo especifico
identificAvel para a sensacdo crbnica da ansiedade. Deste modo, os individuos teriam na

ansiedade a resposta para o vazio de sentido e existéncia (SADOCK, 2009).
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1.2 Aspectos gerais do ciclo sono-vigilia e a insnia

O ciclo sono-vigilia € um ritmo circadiano, isto é, em condi¢Bes naturais este ritmo
apresenta sincronizacdo com fatores ambientais e oscila com um periodo de 24 horas. A
alternéncia do dia-noite (claro-escuro), os horérios escolares, os horéarios de trabalho, horarios
de lazer, as atividades familiares, todos sdo fatores exdgenos que sincronizam o ciclo
sono-vigilia. Além dessa sincronizacdo ambiental, o ciclo sono-vigilia é gerado e regulado
endogenamente por estruturas neurais localizadas no hipotdlamo que sdo os ndcleos
supraquiasmaticos (NSQ), considerados como o reldgio bioldgico central para 0os mamiferos
(ASCHOFF, 1979).

H& uma relagcdo temporal entre o ciclo sono-vigilia e outros ritmos biol6gicos no
proprio organismo como, por exemplo, a melatonina, o0 horménio de crescimento, o cortisol,
entre outros. Esta relacdo de fase entre os ritmos enddgenos € conhecida como ordem
temporal interna (GOICHOT et al., 1998).

Existe uma série de evidéncias apontando para o fato de que a sincronizagdo com o
meio ambiente e a ordem temporal interna representem uma necessidade para a expressao
fisiologica e comportamental normal de um organismo. A perturbacdo tanto da ordem
temporal interna quanto da externa pode levar a problemas de saide (MOORE-EDE;
RICHARDSON, 1985).

O equilibrio entre as influéncias dos sincronizadores e a ordem temporal interna pode
ser perturbado por mudancas abruptas em jornadas de trabalho, vdos trans-meridianos ou
trabalho noturno (MONK et al., 1998). Isto pode desencadear uma série de perturbacdes como
sensacdo de mal-estar, alteracGes gastrintestinais, flutuacdes no humor (irritabilidade, tensao,
confusdo, ansiedade), reducbes no desempenho em tarefas que requerem atencdo e
concentracdo e principalmente transtornos do sono, dentre eles a insdonia (GASPAR;
MORENO; MENNA-BARRETO, 1998).

A insbnia é um distarbio do sono que consiste na incapacidade de iniciar ou manter o
sono, ou ter uma duracédo e qualidade adequada para restaurar a energia e o estado de vigilia
normal (SECCHI; VIRTUOSO, 2012). E o distdrbio do sono que mais acomete a populacio e
tem sido associado com a diminuicdo no desempenho do trabalho, 0 aumento na incidéncia de
acidentes de carro e maior propensao as doencas (SARRAIS; MANGLANO, 2007).

De acordo com o DSM-IV, a caracteristica essencial da insonia é a dificuldade para
iniciar ou manter o sono, ou um sono nao reparador por pelo menos um més. Para serem

considerados clinicamente significativos, os sintomas devem estar associados com sofrimento
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ou com debilidade social, ocupacional ou outras areas importantes. Ainda, ndo deve ocorrer
exclusivamente na presenga de outros distdrbios do sono, disturbios mentais, ou efeitos
fisiolégicos diretos de uma substancia ou condi¢fes medicas (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2002).

De forma geral, a privacdo de sono prejudica o funcionamento diurno do individuo,
comprometendo aspectos cognitivos (concentracdo, memdria) e habilidades psicomotoras
(MULLER; GUIMARAES, 2007). Savard e Morin (2001) apontam que, comparados aos
bons dormidores, individuos insones reportam maior frequéncia de problemas de salde,
consultas médicas e hospitalizagao.

A dificuldade com o sono frequentemente estd associada a condicbes psiquiatricas,
como ansiedade e depressdo. Embora essas condi¢cbes possam contribuir para o
desenvolvimento da insénia, o inverso também pode ocorrer, como as condi¢des sendo
consequéncia do problema de sono. Pesquisas indicam a insbnia como fator de risco e
consequéncia para o desenvolvimento ou complicacdo de sintomas depressivos (BUYSSE et
al., 2008; FLEMING; GILLESPIE; ESPIE, 2010; ROSEKIND; GREGORY, 2010; HINDI et
al., 2011).

Os hipndticos constituem o tratamento mais comum para a insbnia, e seu uso é
desproporcionalmente mais elevado em adultos mais velhos (TARIQ; PULISETTY, 2008).
Nesta classe de farmacos, 0s benzodiazepinicos (BDZs) sdo os mais utilizados. Porém, seu
uso prolongado produz efeitos adversos como dependéncia, sedacdo diurna (ressaca), ma
qualidade do sono, o que induz a busca por tratamentos alternativos seguros entre eles 0s
fitoterapicos (FERNANDEZ-SAN-MARTIN et al., 2010).

De acordo com uma pesquisa realizada por Pearson, Johnson e Nahin (2006), cerca de
1,6 milhGes de americanos fazem uso de medicina alternativa e complementar para tratamento
de distarbio do sono. Desta forma, os medicamentos naturais fornecem uma alternativa
segura, eficaz e mais econémica para a populacdo, de modo que as pesquisas confirmam estes

achados.

1.3 Sistemas neurotransmissores e farmacoterapia nos transtornos de ansiedade

A farmacoterapia das desordens ansiosas envolve diversas classes de farmacos que
atuam no sistema nervoso central (SNC), dentre os quais podem ser citados: os BDZs,
agonistas e antagonistas serotoninérgicos, inibidores seletivos da recaptacdo da serotonina

(ISRSs), entre outros.
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Os BDZs sdo os farmacos mais utilizados para efeitos ansioliticos, ja que sdo eficazes
no controle dos sintomas ansiosos e apresentam a vantagem de oferecer alivio num curto
intervalo de tempo (SCHMITT; KAPCZINSKI, 2004).

Estes agem sobre o sistema GABA-canal de cloreto, aumentando a afinidade do
mediador enddgeno acido gama-aminobutirico (GABA) pelo receptor GABAAa. O receptor
GABA se apresentam em trés subtipos distintos: o receptor GABA,, 0 receptor GABAg € 0
receptor GABAc. Os ansioliticos benzodiazepinicos possuem afinidade pelo subtipo GABAA
(Figura 1A), que constitui 0 maior sistema de inibicdo neuronal do SNC. Esse receptor se
apresenta na forma de canal pentamérico de ions cloreto, com sitios de afinidade e ligacdo
para diversos farmacos como barbitdricos, anestésicos gerais e neuroesteroides (Figura 1B).
E composto por vérias subunidades, dentre as quais a subunidade o tem se mostrado
diretamente relacionada a afinidade pelos BDZs ao receptor GABAA, enquanto que a
subunidade y parece estar diretamente relacionada a eficicia destes farmacos (GRAEFF,

1999; KORPI; GRUNDER; HARTMUT, 2002; KRALIC et al., 2002).

Figura 1 — Representacdo esquematica do receptor GABAA A. Estrutura pentamérica do receptor
GABAA\. B. Principais sitios de ligacéo no receptor GABAA.
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Fonte: Forman et al., 2009.
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Os BDZs, ligando-se ao seu sitio especifico (Figura 2), aumentam a afinidade do
GABA, aumentando a frequéncia de abertura do canal e consequente entrada dos ions cloreto,
levando a uma hiperpolarizagdo da membrana, acarretando em uma diminuicdo da
excitabilidade neuronal, resultando em efeitos como: sedacdo, hipnose, amnésia anterograda,
miorrelaxamento e atividade anticonvulsivante (KORPI; GRUNDER; HARTMUT, 2002;
KRALIC et al., 2002).

Os transtornos de ansiedade, por sua vez, necessitam de um longo periodo de
tratamento, o que compromete o uso dos BDZs visto seus efeitos colaterais em longo prazo. O
uso prolongado pode causar declinio dos dominios cognitivos como atencdo/concentracéo,
solugdo de problemas, inteligéncia geral, velocidade psicomotora, processamento sensorial,
memoria verbal e velocidade de processamento do controle motor/desempenho (BARKER;
GREENWOOD; JACKSON, 2004). Alem disso, eles também estdo associados com sedacao,
dependéncia fisica, tolerancia e ansiedade rebote.

Figura 2 — Neurotransmissdo GABAérgica e agdo dos BDZs no sitio de ligagéo do receptor.
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Fonte: Mcnamara, 2012.

Em um estudo retrospectivo realizado por Huh et al. (2011), entre os anos de 1980 e

2010, menos da metade dos pacientes acometidos por estes transtornos mantiveram remissao
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ap6s a cessacdo do tratamento com os BDZs. A tolerancia aos efeitos ansioliticos do
diazepam, por exemplo, pode ser observada em camundongos apds duas semanas de
tratamento (FLAISHON et al., 2003).

A desregulacdo do sistema serotoninergico parece ter um efeito central na ansiedade,
mais especificamente na génese do TP, embora ainda ndo esteja bem-estabelecido como os
mecanismos de acdo dos ISRSs produzem o efeito desejado. Na pratica clinica, sdo
atualmente os farmacos de primeira escolha no TP, pois, além da sua eficacia ja& comprovada,
combinam um espectro eficaz para condi¢cGes co-morbidas (depressao, fobia social, TOC e
TAG), associado a seguranca e a tolerabilidade (BARKER; GREENWOOD; JACKSON,
2004).

A serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT) desempenha um papel complexo e ainda
pouco esclarecido na ansiedade, poréem considerado fundamental (BRAGA et al., 2010).
Graeff e Hetem (2004) esclarecem que este neurotransmissor desempenha atividade tanto
estimulatéria como inibitoria (em receptores 5-HT, e 5-HT14, respectivamente), de modo que
varias teorias explicam sua relacdo, bem como de seus receptores, com farmacos ansioliticos.

Desde as primeiras demonstracbes de que antagonistas da neurotransmissdo
serotoninérgica promoviam efeitos ansioliticos comparaveis aos dos BDZs em testes de
conflito (GRAEFF; SHOENFELD, 1970), o papel da 5-HT na ansiedade vem sendo
amplamente investigado. Estes resultados, em conjunto com as observacdes de que 0sS
ansioliticos BDZs diminuiam a atividade dos neurdnios serotoninérgicos, favoreceram a
proposicdo da teoria serotoninérgica classica da ansiedade, a qual atribui um papel
ansiogénico para a 5-HT na maioria de seus receptores (STEIN; WISE; BERGER, 1973).

Mais recentemente, a utilizacdo de agentes serotoninérgicos com potencial ansiolitico
parece fortalecer esta hipotese. Por exemplo, antagonistas dos subtipos 5-HT, (como a
ritanserina e a ketanserina) promovem efeitos ansioliticos em varios modelos animais
(HANDLEY; McBLANE, 1993; CRUZ et al., 1997) e em ensaios clinicos com humanos
(GRAEFF et al., 1996), por inibirem a conducdo do impulso nervoso mediada por estes

receptores excitatorios (Figura 3).
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Figura 3 — Esquematizacdo da neurotransmissdo serotoninérgica e subtipos de receptores para

serotonina.
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Fonte: Wong; Perry; Bymaster, 2005.

Estudos neuroquimicos também indicam que a buspirona, primeiro ansiolitico seletivo
de acdo serotonérgica introduzido na clinica médica (NINAN; COLE; YONKERS, 1998),
atua como agonista preferencialmente em auto-receptores 5-HT;a nos ndcleos da rafe
(HOYER; MARTIN, 1997). A ativacdo desses auto-receptores pré-sindpticos diminui a
quantidade de 5-HT em nivel pds-sinaptico (provavelmente na amigdala e hipocampo) por
estarem acoplados a proteina G; e, consequentemente, resultarem em uma resposta inibitoria
nesses neurénios (Figura 3). Desta forma, a acdo ansiogénica da 5-HT parece ser minimizada
sob o efeito desse farmaco.

E importante destacar que este tratamento tem custos elevados, constituindo um
importante problema de satde publica (ALMEIDA et al., 2004). Estima-se que em 1990 nos
Estados Unidos foram gastos US$ 42,3 bilhdes, chegando a US$ 63,1 bilhdes em 1998 e US$
83,1 bilhGes em 2000 na terapia dos transtornos de ansiedade (GREENBERG et al., 2003). A
associacdo entre alto custo e a ampla gama de efeitos colaterais é o que tem possibilitado e

estimulado a procura por novas terapias.

1.4 Modelos Animais de Ansiedade

Na clinica, a ansiedade é diagnosticada e avaliada principalmente pela anamnese dos

pacientes, indicando a natureza subjetiva desse transtorno, o que traz uma limitacdo
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aparentemente intransponivel aos modelos animais. Entretanto, apesar desta limitagdo, o
desenvolvimento destes modelos recebeu maior importancia com o advento de novos
farmacos ansioliticos e melhor compreensdo da neurobiologia da ansiedade (LACERDA,
2006). A Figura 4 demonstra os principais modelos animais utilizados na pesquisa por
farmacos ansioliticos.

Atualmente, modelos animais de ansiedade tém permitido a analise das modificacGes
mensuraveis em pacientes doentes (SADOCK, 2009). Os testes usualmente utilizados na
avaliacdo de propriedades ansioliticas de farmacos incluem tanto os que confrontam roedores
com novos ambientes, como os que envolvem o uso de estimulos nocivos, como choque
elétrico ou substancias ansiogénicas (BELZUNG; LE PAPE, 1994).

Figura 4 — Os dez modelos experimentais in vivo mais comumente usados na descoberta de novos

farmacos ansioliticos.
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Fonte: Adaptado de Griebel e Holmes, 2013.

No entanto, varios procedimentos envolvidos nestes modelos podem interferir com o

comportamento exibido pelo animal, sem necessariamente refletir uma acdo ansiolitica dos
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compostos. Por exemplo, farmacos analgésicos podem falsear resultados ansioliticos em
modelos que envolvem estimulacdo das fibras nervosas nas patas. Assim, hd um maior
enfoque e preferéncia nos testes que se baseiam na exposi¢do do animal a um ambiente novo,
0 que por sua vez provoca reacdo de medo e diminuicdo do comportamento exploratorio
(BELZUNG; LE PAPE, 1994). Como exemplo destes ultimos, os mais utilizados sdo: o
labirinto em cruz elevado (LCE) e caixa claro-escuro (CCE), como se pode observar na
Figura 4, os quais foram utilizados nesta pesquisa e sera dado maior énfase.

O LCE (Figura 5) se baseia em respostas incondicionadas a ambientes potencialmente
perigosos. Proposto por Montgomery (1955), a premissa basica é que ambientes novos
evocam curiosidade e medo, criando desta forma, um tipico conflito de aproximacao/esquiva,
constatando que ratos apresentavam alto grau de exploracdo de espacos fechados em
comparacgdo aos abertos (RODGERS; JOHNSON, 1995, RODGERS et al., 1997, RAMOS;
MORMEDE, 1998). Montgomery interpretou a aversdao aos bracos abertos como sendo
gerada pela neofobia (“medo da novidade”, que induziria aversdo e curiosidade) e pela

elevacdo do bracgo aberto.

Figura 5 — Labirinto em cruz elevado. A — vista frontal. B — vista superior.

Fonte: Autor, 2015.

Outros estudos com o LCE foram realizados por Handley e Mithani (1984) quando
investigavam uma variedade de agonistas e antagonistas alfa-adrenérgicos. O aparelho
situava-se 70 cm acima do solo e apresentava dois bragos fechados, de face um para o outro, e
dois bracos abertos, também perpendiculares. Os bragos fechados apresentavam paredes
laterais com 10 cm de altura. Os autores constataram que ansioliticos, como diazepam,

aumentavam a proporcao entre as entradas nos bragos abertos e o total de entradas, ao passo
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que agentes ansiogénicos, como a picrotoxina, diminuiam esta propor¢do, concluindo que o
LCE seria um modelo vélido de comportamento motivado pelo medo.

Apesar da proposicdo inicial que associa a aversdo dos bracos abertos a altura,
observou-se posteriormente que a tigmotaxia € um importante fator para a aversdo gerada
pelos bragos abertos no LCE (TREIT; MENARD; ROYAN, 1993). A tigmotaxia refere-se a
tendéncia de roedores de se esquivarem de &reas abertas desconhecidas e potencialmente
perigosas. Acredita-se que pertenca a uma categoria de reacdes ao medo, filogeneticamente
determinada (CHOLERIS et al., 2001).

Desenvolvido por Crawley e Goodwin (1980), o teste de transicdo claro-escuro ou
caixa claro-escuro (CCE — Figura 6), assim como o LCE, se caracteriza como um modelo de
conflito, baseado na tendéncia natural a explorar ambientes novos versus a esquiva de tais
ambientes devido a possibilidade potencial da presenca de estimulos aversivos nesse ambiente

novo, como por exemplo o estimulo luminoso aversivo.

Figura 6 — Caixa claro-escuro. A — vista frontal. B — vista superior sem iluminagdo. C — vista superior

com iluminagao.

Fonte: Autor, 2015.

Trata-se de um modelo animal baseado em comportamentos incondicionados, ou seja,
respostas que ndo necessitam de aprendizagem, ancorando-se na aversividade inata de
roedores a ambientes excessivamente claros, sendo tal aversividade medida a partir de
componentes ansiogénicos expressados como a menor exposi¢do ao compartimento claro da
caixa e 0 menor nimero de alterndncia entre os compartimentos (BOURIN; HASCOET,
2003).

Esse modelo recebeu varias versbes desde o original em 1980, porém caracteriza-se
por apresentar um compartimento claro, que na maioria das vezes é iluminado com uma

intensidade relativamente alta, além de, em alguns casos, o compartimento claro ter suas
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paredes e piso brancos; além de um compartimento escuro, com pouca ou nenhuma

luminosidade, sendo na maioria das vezes composto por paredes e piso pretos (BRITO, 2011).

1.5 Estudos sobre Citrus limon

1.5.1 Aspectos botéanicos

A espécie Citrus limon pertence a familia Rutaceae que compreende cerca de 150
géneros, 1.600 espécies, distribuida nas regibes tropicais e subtropicais de todo o mundo,
sendo mais abundante na América Tropical, Sul da Africa e Australia. No Brasil, a familia
estd representada por aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, com algumas de
importancia medicinal, ecolégica e econdmica (MELO; ZICKEL, 2004).

Trata-se de uma arvore perenifdlia, aromatica, de médio porte, com numerosos ramos
e espinhos. As folhas unifolioladas (Figura 7) sdo de cor verde com formato lanceolados,
eliptica-ovada de 6 a 12,5 cm de comprimento e 3 a 6 cm de largura, apresentam a ponta
obtusa, margem serreada-dentada, peciolo curto e extensamente alado; as folhas jovens séo
avermelhadas apresentam flores solitarias ou em racimos axilares, avermelhadas em forma de
botdo com pétalas brancas na parte superior e pdrpura abaixo. Apresenta de 20 a 40 estames
com fruto oblongo ou oval, 7 a 12 cm de comprimento, amarelo claro ou dourado, a casca é
pouco espessa e com presenca de glandulas, dependendo das variedades, as sementes séo
pequenas, ovais e pontiagudas (Em <http://www.institutohorus.org.br>. Acesso em 06 de
setembro de 2014).

Figura 7 — Folha de C. limon.

Fonte: Campélo et al., 2011.
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1.5.2 Usos populares

O fruto (Figura 8), conhecido popularmente como liméo, é utilizado ha centenas de
anos com intmeras propriedades medicinais e nutricionais. Apresenta outros sindnimos
como: limédo-verdadeiro ou limdo-siciliano. Desde a época das colonizagGes, era utilizado
para combater e prevenir o escorbuto, uma doenca causada pela caréncia de vitamina C. Na
culinéria, o fruto é utilizado no tempero de frutos do mar, aves e suinos, além de servir para o
preparo de sucos, refrigerantes e doces. As sementes sdo usadas no preparo de 6leos fixos
(MONAGEMI et al., 2010).

De acordo com Ortencio (1997), o limdo também é usado para controlar altas taxas de
acido Urico, anemia, arterioesclerose, gripe, diabetes, reumatismo e variola. Ezzat (2001)
demonstrou que o 0Oleo essencial (OE) obtido do pericarpo causou inibicdo no crescimento
de Candida albicans. Dessa casca extraem-se esséncias aromaticas usadas nas industrias de
perfumes, farmacéutica, de produtos de limpeza e higiene pessoal e no preparo de licores
(MONAGEMI et al., 2010).

A populacdo nordestina usa preparacdes de chas das folhas e/ou cascas do liméo como
tranquilizantes. Pesquisas tém sido conduzidas no sentido de confirmar esta atividade, uma
vez que os metabolitos isolados desta espécie demonstraram um perfil de atividade ansiolitica
encontrados nas folhas de C. limon. Em uma triagem farmacologica comportamental,
realizada por Campélo et al. (2011) a fim de avaliar atividade antidepressiva e
anticonvulsivante do OE das folhas de C. limon, os animais tratados mostraram diminuicao da
resposta ao tato, ataxia, analgesia, sedacdo e diminuicdo da atividade motora. Estas mudangas
comportamentais sugerem um possivel efeito depressor do SNC, semelhante aos farmacos

(ue agem neste sistema.
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Figura 8 — Frutos de C. limon.

Fonte: http://www.botanic.jp/plants-ra/lemon.htm. Acesso em 06 de setembro de 2014.

1.5.3 Estudos fitoquimicos

Dentre varios metabdlitos secundarios, os flavonoides, cumarinas e pectinas sdao 0s
mais encontrados nas espécies do género Citrus (KUSTER; ROCHA, 2003). As plantas desse
género apresentam também compostos fendlicos das flavonas (sinensetina, nobiletina),
glicosideos flavonoides (hesperidina, neoesperidina, naritutina, naringina, eriocitrina) e
cumarinas (umbeliferona, aesculetina e scopolina); sendo a casca do limdo mais rica em
flavonoides que as sementes (TRIPOLI et al., 2007).

Um estudo realizado por interpretacdo automatizada de espectros de massa para
identificar os compostos volateis do OE das folhas de C. limon mostrou um total de nove
compostos, exclusivamente monoterpenos, que correspondeu a 93,38% dos derivados
identificados. O constituinte mais abundante encontrado nas folhas de C. limon foi o
D-limoneno (52,77%) (Figura 9), seguido por geraniol (9,92%), trans-6xido limoneno
(7,13%), neral (6,85%), geraniol (5,49%), nerol (4,04%), citronelol (2,77%), cis-0xido
limoneno (2,68%) e linalol (1,73%) (CAMPELO et al., 2011). Ja no estudo de Vekiari et al.
(2002), foi constatado que o 6leo volatil da casca do fruto de C. limon € rico em D-limoneno,

B-pineno, y-terpineno, terpinoleno, neral e geranial.
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Figura 9 — D-Limoneno.

)y

Fonte: Navarro e Navarro, 2004.

O OE das espécies de C. limon contém ainda derivados de terpenos, sesquiterpenos
alifaticos, derivados oxigenados e hidrocarbonetos aromaticos. A composicdo das varias
misturas de terpenos depende da tipologia da espécie examinada. No entanto, a mistura de
cada tipologia compreende proporgdes de: limoneno, a-pineno, B-pineno, mirceno, linalol e
terpineno (MONAGEMI et al., 2010).

1.5.4 Estudos farmacologicos

Os flavonoides antioxidantes do limdo tém sido estudados e identificados como
eriocitrina e flavonas de c-glucosil, 6,8-di-c-p-glucosil-diosmina e 6-c-p-glucosil-diosmina. O
flavonoide eriocitrina e seus metabolitos foram poderosos antioxidantes quando testados no
modelo de oxidac&o in vitro para doencas cardiacas (MI'YAKE et al., 1997).

As atividades dos flavonoides das espécies do género Citrus tém sido demonstradas in
vitro (BOCCO et al.,, 1998; RAPISARDA; FANELLA; MACCARONE, 2000; BURDA;
OLESZEK, 2001) e in vivo. Os flavonoides tém importantes propriedades relacionadas a
salde como: antimicrobiana (BYLKA; MATLAWSKA; PILEWSKY, 2004),
anticarcinogénica (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; KOHNO et al., 2004), antiagregante
plaquetario (MIDDLETON; KANDASWAMI; THEOHARIDES, 2000), e sdo conhecidos
ainda por proteger contra doencas cardiovasculares (HOLLMAN et al., 1996).

Monoterpenos sdo importantes constituintes do OE dos frutos do género Citrus e
outras plantas. Uma parte destes monoterpenos tem atividades antitumorais (MONAGEMI et
al., 2010). Um exemplo disto é o D-limoneno, que compreende mais de 90% do dleo da casca

da laranja, que tem atividade quimiopreventiva nos roedores contra cancer de mama, pele,
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figado, pulmao e estbmago (CROWEL, 1999), e tem sido mostrada a inducao de apoptose nas
celulas tumorais (HATA et al., 2003).

O oleo volatil extraido do pericarpo de Citrus aurantium apresentou atividade
hipnético-sedativa, ndo corroborando o extrato etandlico das folhas, que ndo apresentou essa
atividade (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002). O extrato alcodlico da casca dos frutos
mostrou efeito antiespasmoddico (FOSTER et al., 1980). Testes farmacoldgicos in vitro, com
os frutos demonstraram potente efeito inibidor contra a atividade do rotavirus (HYUN et al.,
2000). O suco do fruto apresentou atividade antimicrobiana in vitro (CACERES et al., 1987).

O fruto de C. limon é usado para tratar doencas hepéticas, reumatismo, febre e
diabetes (GRAY; FLATT, 1997), além de apresentar acdo antidisentérica, antiespasmadica e
antitussigena (DE FEO et al., 1992). E também usado para o tratamento do escorbuto, colicas
intestinais e artrite (VAZQUEZ; SUAREZ; PEREZ, 1997).

A especie C. limon contém um grande namero de componentes funcionais
fisioloégicos, como acido citrico, acido ascorbico e minerais. O &cido ascorbico é um
antioxidante utilizado na prevencdo a espécies reativas derivadas do oxigénio mediadas pela
peroxidacéo lipidica microssomal e degradacao de proteina in vivo e in vitro, e, ainda, previne
contra a oxidacdo de colageno e protege o tecido mamario contra dano oxidativo em niveis
intracelulares e extracelulares (CHATTERGEE; MUKHOPADHYAY; GHOSH, 1995).

1.6 Justificativa

Os BDZs tém sido os farmacos de escolha extensivamente utilizados nos ultimos 45
anos para tratar as diversas formas de ansiedade (RABBANI; SAJJADI; MOHAMMADI;
2007). Apesar dos farmacos desta classe apresentar beneficios bem descritos e caracterizados,
os efeitos colaterais sdo predominantes, incluindo amnésia anterégrada, tolerancia e
dependéncia fisica (KAPLAN; SADOCK, 2005). Em razdo desses efeitos adversos é que
aproximadamente 43% dos pacientes que apresentam transtornos de ansiedade usam alguma
forma complementar de terapia e, por isso, muitas industrias farmacéuticas estdo conduzindo
estudos para encontrar alternativas medicinais que apresentem efeitos ansioliticos mais
especificos (ERNST, 2006).

A pesquisa com produtos naturais é uma area que tem sido cada vez mais explorada e
que tem muitas contribui¢bes no tocante a sua acao central para tratar este distrbio. Mesmo

que desde a antiguidade o homem ja usasse a fitoterapia como tratamento para diversas
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doencas, o uso de plantas medicinais na terapéutica tem ganhado crescente aceitacdo tanto por
profissionais da saude, como pelos proprios pacientes (CARLINI, 2003).

Entre as plantas medicinais, o grupo das ‘“aromaticas”, cujo género Citrus esta
inserido, tem despertado muito interesse a comunidade cientifica, pois essas espécies possuem
substancias odoriferas com importantes funcGes biologicas (BAKKALI et al., 2008).
Trabalhos relatam que os monoterpenos e seus derivados sintéticos apresentam varias
propriedades farmacoldgicas no SNC, tais como: anticonvulsivante e neuroprotetora como: o
citronelol (DE SOUSA et al., 2006), o,B-epOxi-carvona (DE SOUSA et al, 2007a), € 0 a-
terpineol (DE SOUSA et al, 2007b).

Dentro desta perspectiva, compostos de origem natural como os isolados das espécies
do género Citrus estdo sendo estudadas diante da necessidade da busca e desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos com propriedades ansioliticas eficazes e com menores efeitos
adversos, aléem de maior acessibilidade aos pacientes para o tratamento da ansiedade e outros
transtornos psicossociais.

Desta forma, o presente estudo visou avaliar o efeito hipnotico-sedativo e o
mecanismo ansiolitico do 6leo essencial da casca do fruto de Citrus limon em camundongos,
visto sua facil disponibilidade e seu uso popular, a fim de agregar conhecimento cientifico as

propriedades desta espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar o efeito hipndtico-sedativo e o possivel mecanismo de acéo ansiolitico do
6leo essencial das cascas do fruto de Citrus limon em camundongos, contribuindo, assim, para

0 estudo farmacoldgico de produtos naturais e seu uso popular.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos do OECI sobre o sono, averiguando em que concentracdes
demonstram melhores resultados;

e Investigar a participacdo de receptores centrais GABAa, 5-HTia € 5-HT,ac na
neuromodulacdo ansiolitica do OECI em modelos experimentais de ansiedade;

e Investigar efeitos adversos centrais, através da via dopaminérgica em receptores D2,
sobre a performance motora de camundongos submetidos a diferentes testes de

motricidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Oleo essencial de Citrus limon

Os procedimentos experimentais foram realizados a partir da aquisicdo do 6leo
essencial das cascas do fruto de C. limon (Ferquima Ind. e Com. Ltda, S&o Paulo — Figura

10), obtido industrialmente a partir do método de prensagem a frio das cascas desta espécie.

Figura 10 — Oleo essencial de C. limon

Fonte: Autor, 2015.

3.2 Substancias

O Haloperidol (HALO, Halo®, Cristalia) foi utilizado como antagonista competitivo
dos receptores dopaminérgicos, enquanto o Pentobarbital soédico (PENTO, Abott), usado
como um indutor do sono. Diazepam (DZP, Compaz®, Cristalia), farmaco ansiolitico padréo,
cloridrato de buspirona (BUSP, Pharmanostra) e maleato de a-Metilserotonina (a-Me-5-HT,
Sigma-Aldrich) foram usados como agonistas dos receptores GABAa, 5-HT14 and 5-HTasc,
respectivamente. Flumazenil (FLU, Flumazil®, Cristalia), bromidrato de 1-(2-Metoxifenil)-4-
[4-(2-ftalimido)butil]piperazina (NAN-190, Sigma-Aldrich) e (+)-Tatarato de ketanserina
(KET, Sigma-Aldrich) foram utilizados como antagonistas dos receptores de BDZs, 5-HTa €
5-HT,a/c, respectivamente. Para administracdo por via intraperitoneal (i.p.), todos agonistas e
antagonistas foram dissolvidos em solucdo salina isotdnica (SAL, 0,9%). Para administracédo

oral (v.0.), 0 OECI foi emulsificado com monoleato polioxietilenossorbitano (Tween 80,
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Sigma-Aldrich, 0,01% (v/v) em SAL 0,9%), e em agua destilada. Esses veiculos também
foram utilizados no tratamento dos grupos controles negativos (grupo veiculo). Todas as
solugdes foram preparadas no dia do teste, e administradas na dose de 10 mL/kg, exceto o
flumazenil, que foi administrado na dose de 20 mL/kg, devido a baixa concentracdo (0,1

mg/mL) da sua forma comercial.

3.3 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, machos, adultos (6 a 8 semanas), pesando entre
25-35 g, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Alagoas. Os animais
foram mantidos em grupos de 5 por caixa, 2 dias antes dos procedimentos experimentais no
Laboratorio de Farmacologia e Imunidade (LaFl) para fins de adaptacdo, onde foram
aclimatados a 22 + 2 °C, em um ciclo claro-escuro de 12/12h (fase escura: 19:00 as 07:00h) e
tratados com &gua e racdo ad libitum, ou jejum de 6 horas para 0s grupos que receberam
tratamento por via oral. Todos os experimentos foram realizados no periodo de 09h00 as
16h00.

Todos os animais utilizados neste trabalho foram manipulados de acordo com normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
com aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFAL (protocolo n°
055/2013) — Anexo 1.

3.4 Teste de potencializacdo do sono induzido por barbiturico

Os animais foram divididos em 5 grupos (n = 8) e pré-tratados com: DZP (2,5 e 5,0
mg/kg, i.p.); veiculo, na dose de 10 mL/kg, v.0.; e 0s grupos tratados com OECI nas doses de
30, 100 e 300 mg/kg, v.0. Apos 30 minutos, foi administrado pentobarbital sddico (40 mg/kg,
i.p.), um barbitdrico de acdo longa em receptores GABAérgicos. Em seguida, os animais
foram colocados em béqueres e posteriormente dispostos na bancada em funis de vidro na
posicdo de decubito dorsal, e assim registrados a laténcia para o0 sono e o tempo total de sono
(ambos em minutos), os quais foram representados, respectivamente, pela perda e recuperacdo
do reflexo postural quando o mesmo saiu da posicdo imposta por trés vezes. Foram
estabelecidos 300 minutos como valor maximo na duracdo do sono (CARLINI; BURGOS,
1979) — Figura 11.
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Figura 11 — Esquematizacéo do teste de potencializa¢do do sono induzido por barbitdrico.
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Avaliacdo dos parametros:
- Veiculo: 10 mL/kg. v.o.:
-DZP:25e50mgkg ip.;
- OECL: 100 e 300 mg/kg, v.0.;

- Laténcia ao sono (min);
- Tempo total de sono (min);

Fonte: Autor, 2015.

3.5 Avaliacdo da atividade ansiolitica

3.5.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

O aparato utilizado é constituido de acrilico cinza, em forma de cruz grega, com dois
bracos abertos (30 x 5 x 0,25 c¢m) e dois fechados (30 x 5 x 15 cm), sendo conectados por uma
area central aberta (5 x 5 cm) e elevado a uma altura de 38,5 cm sobre o chdo o qual evoca
uma resposta de medo aos animais.

Os animais foram divididos em 5 grupos (n = 8) e tratados com: veiculo (10 mL/kg,
v.0.); DZP (1,5 mg/kg, i.p.); e OECI (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.). Apés 30 minutos dos
tratamentos orais e sessenta minutos do tratamento i.p., os animais foram colocados
individualmente no centro do labirinto com a face voltada para um dos bracos abertos, sendo
avaliados durante 5 minutos: o nimero de entradas nos bracos abertos (EBA) e fechados

(EBF) e o tempo de permanéncia em ambos em valores percentuais — % TBA e %TBF —
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calculado da seguinte forma: % TBA = TBA/300 x 100, na qual 300 representam representa o
tempo total do teste (em segundos, equivalente a 5 minutos); 0 mesmo raciocinio para 0s
bragos fechados — Figura 12.

Figura 12 — Esquematizacdo do teste do labirinto em cruz elevado.
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Avaliacio dos parametros

A Tratamentos

- Veiculo: 10 mL/kg, v.0.;
-DZP: 15 mgkg. ip.;
- OECI: 30, 100 e 300 mg’kg, v.o0.;

- Entradas nos bragos abertos;
- Entradas nos bragos fechados;
- %Tempo nos bragos abertos;
- %Tempo nos bragos fechados;

Fonte: Autor, 2015.

3.5.2 Caixa claro-escuro (CCE)

A caixa claro-escuro é constituida de acrilico e dividida em dois compartimentos: um
claro, feito de acrilico branco (29 x 30 x 20 cm) e iluminada por uma lampada de 100 W a 70
cm da caixa, e um escuro de acrilico preto totalmente vedado (25 x 30 x 20 cm); unidos por
uma passagem (8 x 10 cm) por onde o animal transitara entre ambos locais.

Os animais foram divididos em 5 grupos (n = 8) e tratados com: veiculo (10 mL/kg,
v.0.); DZP (1,5 mg/kg, i.p.); ou OECI (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.). Decorridos 30 minutos dos
tratamentos orais e sessenta minutos do tratamento i.p., 0s animais foram colocados
individualmente no centro da area clara com a face voltada para a area escura, sendo
avaliados durante 5 minutos 0 nimero de transicdes entre os dois compartimentos (claro e

escuro) e o tempo de permanéncia em ambos em valores percentuais — % TPAC e % TPAE —
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calculado da seguinte forma: % TPAC = TPAC/300 x 100, na qual 300 representam representa
o tempo total do teste (em segundos, equivalente a 5 minutos); o mesmo raciocinio para a area

escura — Figura 13.

Figura 13 — Esquematizacdo do teste da caixa claro-escuro.
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-OECL: 30,100 e 300 mg/kg, v.0; -%Tempo na area escura;

Fonte: Autor, 2015.

3.6 Investigacdo do mecanismo de ac¢éo ansiolitico do OECI

3.6.1 Envolvimento do receptor GABAA sobre o efeito ansiolitico do OECI

Para a avaliacdo do possivel envolvimento do receptor GABAA no mecanismo de acdo
ansiolitico do 6leo, os animais foram divididos em 3 grupos (n = 8, para cada modelo
experimental), todos pré-tratados com flumazenil (2 mg/kg, i.p., antagonista do sitio de
ligacdo dos BDZs no receptor GABAA). Apds 20 minutos, foi administrado no primeiro grupo
0 OECI na dose de 300 mg/kg, v.o.; no segundo, DZP (1,5 mg/kg, i.p.); e por fim, o veiculo
(10 mL/Kkg, v.0.). Apds trinta minutos dos tratamentos orais e sessenta minutos do tratamento
I.p., os diferentes grupos de animais foram analisados no labirinto em cruz elevado e caixa

claro-escuro, assim como descrito no item 3.5 — Figura 14.



41

3.6.2 Envolvimento do receptor 5-HT ;4 sobre o efeito ansiolitico do OECI

Para a avaliacdo do possivel envolvimento do receptor 5-HT;4 N0 mecanismo de acgao
ansiolitico do 6leo, os animais foram divididos em 3 grupos (n = 8, para cada modelo
experimental), todos pré-tratados com NAN-190 (0,5 mg/kg, i.p., antagonista seletivo do
receptor 5-HT14). Apds 30 minutos, os animais foram tratados oralmente com OECI (300
mg/kg) ou veiculo (10 mL/kg); ou buspirona (10 mg/kg, i.p.) — agonista de receptores 5-HTa.
Decorridos 60 minutos dos tratamentos i.p. e 30 minutos do tratamento oral, os animais foram

avaliados nos mesmos modelos experimentais citados no item 3.5 — Figura 14.

3.6.3 Envolvimento do Receptor 5-HT2a,c sobre o efeito ansiolitico do OECI

Para a avaliacdo do possivel envolvimento do receptor 5-HT,ac N0 mecanismo de
acdo ansiolitico do dleo, os animais foram divididos em 3 grupos (n = 8, para cada modelo
experimental), todos pré-tratados com ketanserina (0,5 mg/kg, i.p., antagonista dos receptores
5-HT,ac). Apos 40 minutos, os animais foram tratados oralmente com OECI (300 mg/kg) ou
veiculo (10 mL/kg); ou a-Metilserotonina (1 mg/kg, i.p. — agonista de receptores 5-HTzarc).
Apos 30 minutos de tratamento, os animais foram avaliados nos mesmos modelos

experimentais citados no item 3.5 — Figura 14.
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Figura 14 — Esquematizacdo da investigacdo do mecanismo de a¢ado ansiolitico do OECI.
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- a-Me-5-HT: 1 mgkg. ip.

Fonte: Autor, 2015.

3.7 Avaliacdo da perfomance motora

3.7.1 Teste da barra giratoria

Neste teste, os animais foram pré-selecionados a partir de duas sessdes de treino 24 e
48 horas antes do ensaio (Anexos 2 e 3) com base na sua capacidade de permanecer por duas
vezes, em sete possibilidades, em uma barra anti-derrapante, com 3,0 cm de diametro e 50 cm
de comprimento, girando a 16 rpm, a uma altura de 25 cm, durante 4 minutos. No 3° dia, 0s 5
grupos de animais pré-selecionados (n = 8) foram entdo tratados com: veiculo (10 mL/kg,
v.0.), DZP (1,5 mg/kg, i.p.), ou OECI nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg, v.0. Sessenta e trinta
minutos apds a administragdo i.p. e dos tratamentos oral, respectivamente, 0s animais foram
colocados com as quatro patas sobre a barra, onde entdo foram registrados o namero de
quedas e a laténcia a queda (em segundos) num tempo maximo de 4 minutos (DUNHAM;
MIYA, 1957) — Figura 15.
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Figura 15 — Esquematizacéo do teste da barra giratoria.
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Fonte: Autor, 2015.

3.7.2 Teste de catalepsia

A catalepsia, definida como a retencdo duradoura e involuntaria do animal em uma
posicdo ndo usual (sobre suas patas traseiras), foi mensurada através do modelo descrito por
Sanberg et al. (1988) com algumas modificacdes. Os animais foram divididos em 4 grupos
(n = 8) e tratados com: veiculo (10 mL/kg, v.0.), haloperidol (1 mg/kg, i.p.) — um antagonista
competitivo dos receptores dopaminérgicos, principalmente do tipo D2 —, ou OECI (30, 100 e
300 mg/kg, v.0.) e colocados com as patas dianteiras cuidadosamente sobre uma barra
horizontal (0,5 cm de diametro), fixada a uma altura de 10 cm acima da superficie de trabalho.
Apos 30, 60, 120 e 180 minutos do tratamento, foi registrado o tempo (em segundos) durante
0 qual os animais permaneceram retidos nesta posicao, por trés vezes, até a remocdo de uma

das suas patas dianteiras, durante um tempo maximo de 5 min — Figura 16.
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Figura 16 — Esquematizacéo do teste de catalepsia.
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Fonte: Autor, 2015.

3.8 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como media + erro padrdo da média
(e.p.m.), e as diferencas entre as medias foram analisadas estatisticamente empregando-se a
analise de variancia (ANOVA) One-way, seguido do pds-teste de Bonferroni, onde para
valores de p < 0,05, as diferencas entre as médias foram consideradas significantes. Todos 0s
resultados foram analisados com auxilio do programa GraphPad Prism® versio 5.01
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito hipnético-sedativo do OECI em camundongos

O Griéfico 1 mostra o efeito do tratamento com OECI no teste de potencializacdo do
sono induzido por barbitdrico. A administracdo do OECI na dose méxima utilizada (300
mg/kg, v.0.) diminuiu a laténcia para o0 sono (9,21 + 1,73 min; p < 0,001), assim como as duas
doses de diazepam (2,5 e 5,0 mg/kg, i.p.; 7,18 £ 0,67 e 4,87 £ 0,21 min, respectivamente; p <
0,001) quando comparados ao grupo veiculo (25,73 + 2,16 min) — Gréafico 1A. Além disso,
esses tratamentos também aumentaram significativamente (p < 0,001) o tempo total de sono
induzido pelo barbitarico (OECI 300 mg/kg: 241,1 + 20,39 min; DZP 2,5 mg/kg: 249,7 +
10,74 min; DZP 5 mg/kg: 297,4 £ 2,62 min vs veiculo: 83,8 £ 3,97 min), potencializando a
acdo do pentobarbital, sugerindo uma agdo hipnotico-sedativa nos camundongos — Grafico
1B. As doses de 30 e 100 mg/kg, v.0., ndo apresentam efeito neste teste. Vale ressaltar que
ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre a dose de 300 mg/kg do 6leo e as

duas doses de diazepam em ambos 0s parametros analisados.

Gréfico 1 — Efeito hipnético-sedativo do OECI em camundongos no teste de potencializagdo do sono
induzido por barbitdrico.
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Fonte: Autor, 2015.

Notas: A — Tempo de inducdo do sono (min); B — Tempo total de sono (min). Veiculo (10 mg/kg, v.0.); DZP:
Diazepam (2,5 e 5,0 mg/kg, i.p.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.). As colunas
e as barras verticais representam a média + e.p.m., respectivamente (n = 8). ***p < 0,001 comparado ao grupo
veiculo usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.2 Efeito ansiolitico do OECI em camundongos

4.2.1 Labirinto em cruz elevado

No Gréfico 2 é possivel observar o efeito apds administracdo de OECL sobre o
comportamento ansiolitico dos animais no labirinto em cruz elevado, avaliado pelo nimero de
entradas e porcentagem de tempo nos bragos abertos e fechados.

O tratamento com OECI apenas nas doses de 100 e 300 mg/kg induziu um aumento
estatisticamente significativo no nimero de entradas nos bracos abertos (12,88 + 0,69 e 16,5 +
0,96, respectivamente) e, consequentemente, na porcentagem de tempo nos bragos abertos
(52,42 £ 3,19 e 59,64 + 1,92%, respectivamente). O resultado foi semelhante ao observado
com o tratamento i.p. do farmaco padréo, diazepam (1,5 mg/kg; EBA: 18,5 + 0,8 e % TBA:
69,73 + 2,51%), quando comparados ao grupo veiculo (EBA: 7,25 £ 0,7 e %TBA: 22,98 +
2,2%) — Graficos 2A e 2C, respectivamente. Além disso, esses tratamentos também
reduziram a frequéncia de entradas nos bragos fechados (OECI 100 mg/kg: 9,25 + 0,52; OECI
300 mg/kg: 6,37 + 0,53; DZP 1,5 mg/kg: 5,37 = 0,62) e a porcentagem de tempo nos bracos
fechados (OECI 100 mg/kg: 33,18 + 3,09%; OECI 300 mg/kg: 23,57 + 2,14%; DZP 1,5
mg/kg: 17,56 * 2,51%), quando comparados ao mesmo grupo controle (EBF: 16,75 + 1,33 e
%TBF: 62,4 + 4,03%) — Graficos 2B e 2D, respectivamente. Entre as duas doses de d6leo que
demonstraram-se efetivas, apenas a de 100 mg/kg diferiu significativamente do diazepam nos

parametros analisados.
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Griéfico 2 — Efeito ansiolitico do OECI em camundongos no teste do labirinto em cruz elevado.
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Fonte: Autor, 2015.

Notas: A — Numero de entradas nos bracos abertos (EBA); B — NUmero de entradas nos bracos fechados (EBF);
C — Porcentagem de tempo nos bragos abertos (%TBA); D — Porcentagem de tempo nos bragos fechados
(%TBF). Veiculo (10 mg/kg, v.0.); DZP: Diazepam (1,5 mg/kg, i.p.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (30,
100 e 300 mg/kg, v.0.). As colunas e as barras verticais representam a média * e.p.m., respectivamente (n = 8).
**p < 0,01 e ***p < 0,001, comparados ao grupo veiculo; “p < 0,05 e *p < 0,001, quando comparados ao grupo
DZP, usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.2.2 Caixa claro-escuro

Os resultados do tratamento com OECI no teste da caixa claro-escuro podem ser vistos
no Grafico 3. Neste teste, 0 nimero de transi¢cdes entre os compartimentos claro e escuro foi
aumentado pelos tratamentos com OECI nas doses de 100 e 300 mg/kg (16,38 + 0,88 e 20,13
+ 1,12, respectivamente; p < 0,001) e com diazepam (1,5 mg/kg; 23,38 + 1,65) de modo
estatisticamente significativo (p < 0,001) quando comparado ao grupo tratado apenas com
veiculo (9,0 £ 0,68) — Gréafico 3A. Nos Gréficos 3B e 3C, observa-se que 0S mesmos
tratamentos anteriormente citados induziram um aumento na atividade exploratoria dos
animais pela elevacdo na porcentagem de tempo de permanéncia no compartimento claro
(OECI 100 mg/kg: 58,46 + 2,88%; OECI 300 mg/kg: 70,68 * 1,85%; DZP 1,5 mg/kg: 72,96
2,05%) e, consequentemente, reduziram o tempo na camara escura (OECI 100 mg/kg: 36,84 +
2,83%; OECI 300 mg/kg: 27,14 + 1,48%; DZP 1,5 mg/kg: 22,84 + 1,93%), ambos de modo
estatisticamente significativo (p < 0,001) em comparagédo ao grupo controle negativo (64,43 £
2,37%), sugerindo desta forma um efeito ansiolitico ao tratamento nos animais. Para estes
mesmos parametros, a maior dose do 0leo ndo diferiu estatisticamente do tratamento com o
benzodiazepinico, ao contrario do que foi visto com a dose de 100 mg/kg que diferiu em todos

os critérios analisados do teste.
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Griéfico 3 — Efeito ansiolitico do OECI em camundongos no teste da caixa claro-escuro.
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Fonte: Autor, 2015.

Notas: A — Numero de transi¢cdes; B — Porcentagem de tempo de permanéncia na érea clara (%TPAC); C —
Porcentagem de tempo de permanéncia na area escura (% TPAE). Veiculo (10 mg/kg, v.0.); DZP: Diazepam (1,5
mg/kg, i.p.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.). As colunas e as barras verticais
representam a média + e.p.m., respectivamente (n = 8). ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo; *p < 0,01 e
***p < 0,001 quando comparado ao grupo DZP, usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.3 Neuromodulacdo GABAérgica sobre o efeito ansiolitico do OECI

4.3.1 Labirinto em cruz elevado

Os tratamentos i.p. com diazepam (1,5 mg/kg - agonista de receptores GABAA), ou
buspirona (10 mg/kg — agonista de receptores 5-HT;s), ou ketanserina (0,5 mg/kg —
antagonista de receptores 5-HT,ac) aumentaram as EBA de 7,25 + 0,7 (grupo veiculo) para
18,5 £ 0,8 (p < 0,001), 12,88 + 0,47 (p < 0,01) e 11,75 = 1,2 (p < 0,05), respectivamente
(Gréfico 4A); e a %TBA de 22,98 + 2,2 % (controle negativo) para 69,73 + 2,51% (p <
0,001), 52,37 + 2,71% (p < 0,001) e 39,98 + 2.0% (p < 0,01), respectivamente (Gréfico 4B),
demonstrando suas a¢gdes como farmacos ansioliticos.

Os pré-tratamentos i.p. com flumazenil (2 mg/kg — antagonista no sitio de ligagdo dos
benzodiazepinicos em receptores GABAA), NAN-190 (0,5 mg/kg — antagonista seletivo de
receptores 5-HTia) e a-Me-5-HT (1 mg/kg — agonista de receptores 5-HT,ac) nao
promoveram alteracdes nestes mesmos parametros comparados ao grupo veiculo, entretanto,
seus valores foram significativamente reduzidos em comparacdo aos ansioliticos utilizados
(Graficos 4A e 4B).

Quando associados flumazenil + diazepam, NAN-190 + buspirona e ketanserina + a-
Metilserotonina, observou-se reversao estatisticamente significativa dos comportamentos no
labirinto em cruz elevado de entradas e porcentagem de tempo nos bracos abertos quando
comparados aos ansioliticos utilizados (Graficos 4A e 4B).

Entretanto, quando os mesmos antagonistas foram pré-administrados e em seguida 0s
animais receberam OECI (300 mg/kg), v.o., apenas o flumazenil foi capaz de reverter os
efeitos comportamentais avaliados, diferentemente das vias serotoninérgicas onde ndo houve
diferencas significativas destes parametros (Graficos 4A e 4B).

Os Gréficos 5A e 5B mostram que quando se administrou diazepam (1,5 mg/kg), ou
buspirona (10 mg/kg), ou ketanserina (0,5 mg/kg) reduziram as entradas os bracos fechados
de 16,75 £ 1,3 (grupo veiculo) para 5,37 + 0,62 (p < 0,001), 6,87 + 0,62 (p < 0,01) e 10,5 +
1,08 (p < 0,01), respectivamente; e a porcentagem de tempo nos bracos fechados de 62,4 +
4,03% (controle negativo) para 17,56 + 2,51% (p < 0,001), 28,94 + 2,22% (p < 0,001) e 43,94
+ 1,85% (p < 0,01), respectivamente (Gréaficos 5A e 5B).

Os pré-tratamentos com os antagonistas reverteram significativamente o efeito dos

agonistas quanto ao nimero de entradas e porcentagem de tempo nos bragos fechados. Ao
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contrario do que foi visto com a administracdo de OECI (300 mg/kg), onde os antagonistas

serotoninérgicos nao diferiram significativamente deste grupo (Gréaficos 5A e 5B).

Grafico 4 - Efeito do tratamento em camundongos com OECI frente a antagonistas dos receptores
GABA,, 5-HTa € 5-HT,ac N0 NUmMero de entradas e porcentagem de tempo nos bragos abertos no
teste do labirinto em cruz elevado.
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Fonte: Autor, 2015.

Notas: A — NUmero de entradas nos bracos abertos (EBA); B — Porcentagem de tempo nos bracos abertos
(%TBA). Veiculo (10 mg/kg, v.0.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (300 mg/kg, v.0.); DZP: Diazepam
(1,5 mg/kg, i.p.); FLU: Flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.); BUSP: Buspirona (10 mg/kg, i.p.); a-Me-5-HT: a-
Metilserotonina (1 mg/kg, i.p.); KET: Ketanserina (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas e as barras verticais representam
a média + e.p.m., respectivamente (n = 8). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001, comparados ao grupo veiculo;
*p < 0,05 e **p < 0,001, quando comparados com o respectivo agonista; “*p < 0,001, quando comparados ao
grupo tratado com OECI 300, usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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Gréfico 5 - Efeito do tratamento em camundongos com OECI frente a antagonistas dos receptores
GABA,, 5-HT1a € 5-HT,ac N0 NnUmero de entradas e porcentagem de tempo nos bracos fechados no
teste do labirinto em cruz elevado.
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Fonte: Autor, 2015.

Notas: A — Numero de entradas nos bracos fechados (EBF); B — Porcentagem de tempo nos bracos fechados
(%TBF). Veiculo (10 mg/kg, v.0.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (300 mg/kg, v.0.); DZP: Diazepam
(1,5 mg/kg, i.p.); FLU: Flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.); BUSP: Buspirona (10 mg/kg, i.p.); a-Me-5-HT: a-
Metilserotonina (1 mg/kg, i.p.); KET: Ketanserina (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas e as barras verticais representam
a média + e.p.m., respectivamente (n = 8). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001, comparados ao grupo veiculo;
*p < 0,05 e **p < 0,001, quando comparados com o respectivo agonista; “*p < 0,001, quando comparados ao
grupo tratado com OECI 300, usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.3.2 Caixa claro-escuro

Os animais tratados com diazepam (1,5 mg/kg), ou buspirona (10 mg/kg), ou
ketanserina (0,5 mg/kg) apresentaram maior atividade exploratéria ao aumentar
significativamente o niumero de transi¢fes entre os compartimentos claro e escuro de 9,0 +
0,68 (grupo veiculo) para 23,38 + 1,65 (p < 0,001), 14,63 £ 0,53 (p < 0,01) e 13,63 + 0,62 (p
< 0,05), respectivamente (Gréafico 6).

A administracdo dos antagonistas flumazenil, NAN-190 e ketanserina seguida da
administracdo dos agonistas diazepam, buspirona e a-Metilserotonina, foi capaz de reverter
significativamente o registro das transi¢des entre as camaras; ao passo que ao administrar
OECI como agonista, apenas o flumazenil foi capaz de reverter significativamente (p < 0,001)
esse parametro (Grafico 6).

O Grafico 7A mostra que 0s animais submetidos ao tratamento com os ansioliticos
diazepam (1,5 mg/kg), buspirona (10 mg/kg) e ketanserina (0,5 mg/kg) tiveram maior
porcentagem de tempo na area clara: 72,96 + 2,06%; 42,13 + 2,41% e 40,1 + 4,39%, em
comparagdo ao grupo veiculo (27,21 £ 1,29%). Consequentemente, esses farmacos reduziram
a porcentagem de tempo na area escura: 22,84 + 1,93%; 46,45 + 3,18 e 46,43 = 4,52,
respectivamente, comparados ao mesmo grupo controle (64,43 + 2,37%) — Grafico 7B.

Ambas as analises porcentuais de tempo, para os agonistas das vias estudadas, foram
revertidas a partir dos pré-tratamentos com os respectivos antagonistas. Apenas o0 antagonista
flumazenil reverteu significativamente 0 aumento desses parametros induzidos pelo OECI
(300 mg/kg) — Graficos 7A e 7B.
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Gréfico 6 - Efeito do tratamento em camundongos com OECI frente a antagonistas dos receptores
GABA,, 5-HT14 € 5-HTaic N0 nUmero de transi¢Bes entre os compartimentos do teste da caixa claro-
escuro.
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Fonte: Autor, 2015.

Notas: Veiculo (10 mg/kg, v.0.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (300 mg/kg, v.0.); DZP: Diazepam (1,5
mg/kg, i.p.); FLU: Flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.); BUSP: Buspirona (10 mg/kg, i.p.); a-Me-5-HT: a-
Metilserotonina (1 mg/kg, i.p.); KET: Ketanserina (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas e as barras verticais representam
a media + e.p.m., respectivamente (n = 8). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001, comparados ao grupo veiculo;
***p < 0,001, quando comparados com o respectivo agonista; “*p < 0,001, quando comparados ao grupo tratado
com OECI 300, usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.



55

Gréfico 7 - Efeito do tratamento em camundongos com OECI frente a antagonistas dos receptores
GABA,, 5-HT;a € 5-HT,ac Na porcentagem de tempo de permanéncia nas areas clara e escura do
teste da caixa claro-escuro.
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Fonte: Autor, 2015.

Notas: A — Porcentagem de tempo de permanéncia na area clara (%TPAC).; B — Porcentagem de tempo de
permanéncia na area escura (% TPAE). Veiculo (10 mg/kg, v.0.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (300
mg/kg, v.0.); DZP: Diazepam (1,5 mg/kg, i.p.); FLU: Flumazenil (2,0 mg/kg, i.p.); BUSP: Buspirona (10 mg/kg,
i.p.); a-Me-5-HT: a-Metilserotonina (1 mg/kg, i.p.); KET: Ketanserina (0,5 mg/kg, i.p.). As colunas e as barras
verticais representam a média + e.p.m., respectivamente (n = 8). *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p < 0,001,
comparados ao grupo veiculo; **p < 0,001, quando comparados com o respectivo agonista; “*p < 0,001,
quando comparados ao grupo tratado com OECI 300, usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.4 OECI n&o altera a performance motora de camundongos

4.4.1 Teste da barra giratoria

O teste da barra giratoria foi realizado para mensurar quaisquer prejuizos na
coordenacdo motora dos camundongos apés tratamento agudo com diazepam ou OECI. Os
resultados, apresentados na Tabela 1, demonstram que o tratamento com OECI (em todas as
doses) ndo alterou o nimero de quedas da barra giratoria, enquanto que o tratamento i.p. com
diazepam aumentou significativamente (p < 0,001 vs grupo veiculo) o nimero de quedas,
como esperado. Além disso, o tratamento com o BDZ reduziu significativamente a laténcia a
queda (p < 0,001 vs grupo veiculo), em segundos, ao contréario do que foi visto com o grupo
tratado com OECI.

Tabela 1 — Efeito do OECI na coordenac¢do motora de camundongos no teste da barra giratoria.

Tratamentos Numero de quedas Laténcia a queda (s)

Veiculo 0,0£0,0 240,0 £ 0,0
DZP 1,5 mg/kg 34,0 £ 2,9%** 1,3 +£0,1***
OECI 30 mg/kg 0,3+0,3 218,3+21,7

OECI 100 mg/kg 0,1+0,1 217,2+228
OECI 300 mg/kg 0,0+£0,0 240,0£0,0

Fonte: Autor, 2015.

Notas: Veiculo (10 mg/kg, v.0.); DZP: Diazepam (1,5 mg/kg, i.p.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (30,
100 e 300 mg/kg, v.0.). As colunas representam a média = e.p.m. (n = 8). ***p < 0,001 comparado ao grupo
veiculo usando ANOVA seguido do teste de Bonferroni.

4.4.2 Teste de catalepsia

O Grafico 8 mostra o efeito do tratamento com OECI sobre a laténcia a queda
registrada em diferentes tempos no teste de catalepsia. A administracdo do OECI ndo foi
capaz de induzir um comportamento cataléptico em todos os tempos testados, ao passo que o
haloperidol (1 mg/kg, i.p.) exibiu um efeito cataléptico estatisticamente significativo (p <
0,001 vs grupo veiculo) nos animais, aumentando o tempo (em segundos) em que
permaneciam sobre a barra fixa, em todos os tempos do teste (30, 60, 120 e 180 minutos),
progressivamente crescente, quando comparado ao grupo veiculo, visto sua agdo antagonica

em receptores dopaminérgicos D2.
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Gréfico 8 — Efeito do OECI sobre a performance motora de camundongos submetidos ao teste de

catalepsia.
A B
300+ 300+
£ 2501 @ 250-
_g ©
© 200 3 200-
> =]
(@4 (@] *kk
. 150- . 1504
B Ko
S 1004 S 100-
o <
& 504 & 504
ol—= —— B ol [ ] coom BEEN
) ) ) (S) O S S) S )
‘ N\a \a N\a \a I~ \a \a \a \a
v\’o S A
Ve 0O % & N e % %
O (@) @)
C D
300+ 3001+
@ 2501 » 250- ==
*%% ~—
_g ©
@ 200+ 3 200-
& &
. 150+ < 1504
. ©
8 100+ 8 100
E <
Lﬁ 50+ ilu 50
0 T T O T T
R N N S N T
VY X OX S oy o X N
W (o\ O\'\/ O\"b W Q,o\ O\‘\/ O\"b
A o & & NS O & &

Fonte: Autor, 2015.

Notas: A — 30 minutos apds os tratamentos; B — 60 minutos ap6s os tratamentos; C — 120 minutos ap6s 0s
tratamentos; D — 180 minutos apds os tratamentos. Veiculo (10 mg/kg, v.0.); HALO: Haloperidol (1,0 mg/kg,
i.p.); OECI: Oleo essencial de Citrus limon (30, 100 e 300 mg/kg, v.0.). As colunas e as barras verticais
representam a média + e.p.m., respectivamente (n = 8). ***p < 0,001 comparado ao grupo veiculo usando
ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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5 DISCUSSAO

A ansiedade é uma emogao essencial no &mbito afetivo e em alguns casos considerada
como propulsora de desempenho; porém, em outros, este sentimento se torna excessivo e
prejudicial, caracterizando um transtorno psiquico. A farmacoterapia dos transtornos de
ansiedade esta associada a efeitos colaterais que comprometem as atividades diarias ou
necessita de semanas para se tornar clinicamente efetiva (BALDESSARINI, 2005;
CHARNEY; MIHIC; HARRIS, 2005).

Partindo do principio de que a ansiedade em humanos possui as mesmas bases
filogenéticas de reacdo de medo e defesa apresentada por roedores, € possivel, nesta
perspectiva evolucionista, mensurar o comportamento ansiolitico em modelos animais de
experimentacédo, assim como o estudo dos demais comportamentos interrelacionados, a fim de
se obter alternativas no tratamento deste distarbio (GRAEFF, 2005; ANDREATINI;
BOERNGEN-LACERDA,; VITAL, 2006).

O uso de modelos animais € a base da pesquisa pré-clinica na psicofarmacologia dos
transtornos psiquiatricos e sdo empregados tanto no estudo de determinado efeito como na
triagem para obtencdo de novos protoétipos de farmacos e dos mecanismos envolvidos (FILE,
1992; GREEN; HODGES, 1991).

O advento da utilizacdo dos testes in vivo comportamentais acompanhada a ascensao
da pesquisa com plantas medicinais estimulou os cientistas a procura por substancias de
origem natural que exercessem atividade ansiolitica com menores efeitos adversos e com
resposta clinica efetiva em curto prazo.

Embora o crescente interesse em se avaliar a atividade bioldgica de diferentes plantas
medicinais, objetivando avaliar um perfil de atividade no SNC e explicar os mecanismos de
acdo, o estudo com 6leos essenciais e extratos de espécies vegetais da familia Rutaceae é
recente, e talvez por isso, ainda escasso, entretanto ha estudos que demonstram a atividade
ansiolitica do Oleo essencial de algumas espécies do género Citrus, como: C. aurantium
(CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002; MORRONE et al., 2007; SAIYUDTHONG;
MARSDE, 2010), C. latifolia e C. reticulata (GARGANO, 2007).

Nesse contexto, o presente estudo investigou 0 mecanismo de acdo ansiolitico e o
efeito hipndtico-sedativo do dleo essencial de Citrus limon, assim como avaliou seus efeitos
sobre o aparelho locomotor.

Em estudos anteriores realizados pelo nosso grupo (dados ndo publicados), foi

realizado teste geral de atividade farmacoldgica, considerado primeiro passo na pesquisa
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sobre a atividade farmacoldgica de alguma substancia, seja de origem natural ou sintética.
Este teste se baseia na observacao de varios sinais ou alteracbes comportamentais, em relacéo
aos controles, que possam indicar alguma atividade no SNC ou possivel toxicidade, além de
alteracOes relacionadas aos sistemas periféricos que possam auxiliar na escolha de doses mais
adequadas para 0s demais testes bioldgicos in vivo (CARLINI, 1972; MATTEI; FRANCA,
2006).

Os efeitos observados com o OECI no teste geral foram sugestivos de atividade
depressora central, pois ap6s o tratamento oral, 0s animais apresentaram letargia e reducdo na
movimentacdo espontanea. Além disso, quando submetidos ao teste do campo aberto os
animais reduziram o nimero de comportamentos ansiogénicos de rearing e grooming, e do
namero de bolos fecais, similarmente ao registrado com o tratamento com o farmaco padréo
diazepam, sugerindo efeito psicoléptico. Devido a auséncia de oObitos e de sinais de toxicidade
durante a quinzena de observacdo, procedeu-se a avaliagdo da atividade ansiolitica e sua
provavel acéo e confirmacdo do efeito hipnotico-sedativo (preditivo da letargia).

O efeito hipnotico-sedativo de plantas medicinais é descrito desde a antiguidade
quando se relatam os efeitos da morfina, sendo consagrado Morfeu (figura mitoldgica grega)
como “Deus do sono” (JUFE, 2007). Para o estudo de substancias com esta propriedade, o
modelo do sono induzido por barbitdricos € o modelo animal mais utilizado para esse
proposito.

Fujimori e Cobb (1995) propuseram que 0 aumento da hipnose barbitdrica € um bom
indicador de atividade depressora do SNC, como por exemplo o pentobarbital que, ao ser
administrado com outro agente com propriedades depressoras, promove diminuicdo da
laténcia e também aumento do tempo total do sono dos animais durante o experimento
(WILLIANSON; OKPAKO; EVANS, 1996).

O pentobarbital é um farmaco hipnotico-sedativo que atua como agonista dos
receptores GABAA aumentando, diretamente e independente do GABA, o tempo de abertura
destes receptores, resultando no maior influxo de ions CI', com consequente hiperpolarizacao
celular e inibicdo da transmissdo nervosa. A transmissdo GABAEérgica intensificada pelos
barbitaricos no tronco encefalico causa sedacdo, amnésia e perda da consciéncia (FORMAN
et al., 2009).

Portanto, realizou-se o teste da potencializacdo do tempo de sono induzido por
pentobarbital, visto que ja estd bem estabelecido que essa potencializacdo do tempo de sono

nos animais € atribuida a uma agdo central nos mecanismos de neurotransmissores envolvidos
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com a regulacdo do sono ou a inibicdo metabdlica do barbitirico pela substancia-teste
(KAUL; KULKAMI, 1978).

Na literatura ja esta bem estabelecido também que os BDZs (como o Diazepam) atuam
como ansioliticos em baixas doses e que induzem efeitos de sedacdo e miorrelaxantes em
doses mais elevadas (NOVAS et al., 1988). Por isso, para o teste de potencializagédo do sono
utilizamos doses maiores de Diazepam (associado com o barbitdrico pentobarbital como
controle posistivo), justificando o fato de ndo ser a mesma dose para os testes ansioliticos.

Nossos resultados mostraram que o OECI na dose de 300 mg/kg, v.0. promoveu a
diminuicdo da laténcia ao sono, representada pela rapida perda dos reflexos posturais, e
aumentou o tempo total de sono, 0s quais confirmam a atividade hipndtico-sedativa, o que
possivelmente explica a letargia ja detectada através do teste geral e na reducdo da atividade
exploratdria no teste do campo aberto. Outra abordagem que pode ser feita € de que o OECI
possa estar alterando de alguma forma as neurotransmissdes envolvidas na modulacdo do
sono.

No processo de regulacdo do sono, anatomicamente trés subdivisfes hipotalamicas séo
importantes no ciclo sono-vigilia: o hipotdlamo anterior (onde existem o0s nucleos
GABAEérgicos e nucleos supraquiasmaticos); o hipotadlamo posterior (com o nudcleo tabero-
mamilar histaminérgico); e o hipotalamo lateral (onde encontram-se os sistemas das
orexinas). Durante o ciclo circadiano, o sistema GABAEérgico inibitorio do nacleo pré-optico
ventro-lateral do hipotadlamo anterior € responsavel pelo inicio e manutencdo do sono,
enquanto que os nucleos aminérgicos (ricos em serotonina), histaminérgicos e orexinérgicos e
colinérgicos do prosencéfalo basal apresentam-se ativos durante a vigilia, inibindo o nucleo
pré-optico (NITZ; SIEGEL, 1997; SAPER; CHOU; SCAMMELL, 2001).

Substancias com atividade GABAeérgica, como por exemplo os BDZs, em doses mais
elevadas do que aquelas utilizadas no tratamento da ansiedade, promovem hipnose por
atuarem no sitio de ligacdo do receptor GABA,, 0 que resulta em maior afinidade do GABA
pelo receptor. De fato, um dos efeitos colaterais desta classe de farmacos € a hipnose, visto
este sistema de neurotransmissao estar envolvido na génese da ansiedade (BATESON, 2006).
Nossos resultados corroboram essa hipotese pelo menos em parte, uma vez que o OECI
mostrou-se ansiolitico e hipnético, na maior dose, nos experimentos utilizados.

Apo6s a confirmacdo da atividade hipnotico-sedativa, procedeu-se a avaliacdo da
atividade ansiolitica. A maioria dos modelos experimentais para avaliar 0 comportamento de
ansiedade utilizando animais baseia-se em situacfes conflitantes, como colocé-los em um

ambiente estranho (‘“‘estressante”) ou frente a um predador, o que pode gerar algumas
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alteracbes comportamentais, acompanhadas de alteracbes fisioldgicas. Assim, 0 que se
reproduz nos animais € um estado semelhante a ansiedade no homem, medida atraves de
sinais exteriores, tais como aversdo a ambientes desprotegidos e iluminados e atividade
exploratoria reduzida (BLANCHARD et al., 1993).

O uso de resultados com apenas um modelo animal para predizer o potencial
ansiolitico de uma determinada substancia em humanos provavelmente levaria a conclusdes
equivocadas. A melhor estratégia é a utilizacdo de pelo menos dois modelos animais para
avaliar esta possivel atividade (DOURISH et al., 1995; DO-REGO, et al., 2006), sendo assim,
foram utilizados os testes do labirinto em cruz elevado e da caixa claro-escuro para validar a
hipotese de que o OECI possui um efeito ansiolitico.

O labirinto em cruz elevado é considerado um modelo etiologicamente valido, uma
vez que usa um estimulo natural — medo de um espaco novo aberto e medo do equilibrio
numa plataforma suspensa e relativamente estreita — que pode induzir ansiedade em humanos
(DAWSON; TRICKLEBANK, 1995; GRUNDMANN et al., 2007). Baseia-se no fato de que
0s roedores evitam se expor as areas abertas no labirinto, as quais se supdem serem mais
aversivas, mostrando uma preferéncia pelas areas fechadas protegidas por paredes (WEISS et
al., 1998; CHEN et al., 2006). Geralmente, os camundongos quando retirados de suas gaiolas
apresentam um padrdo de comportamento caracterizado por evitar os bragos abertos com uma
preferéncia consistente para os bracos fechados. O perfil de preferéncia pela ordem é: fechado
> centro > aberto, indicativo de uma propensdo para secdes relativamente protegidas do
labirinto. Esta tendéncia € suprimida por farmacos ansioliticos e potencializada por agentes
ansiogénicos (BOURIN et al., 2007). A frequéncia e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos sdo os maiores indices de reducdo da ansiedade no modelo do labirinto em cruz
elevado, uma vez que a area aberta representa extrema aversdo aos roedores (PELLOW;
FILE, 1986).

As doses de 100 e 300 mg/kg de OECI aumentaram o numero de entradas e a
porcentagem de tempo nos bragos abertos, sugerindo que o tratamento oral nestas doses
apresentam efeito ansiolitico estatisticamente significativo comparavel a exercida pelo
Diazepam.

Estes resultados corroboram os estudos anteriores de outros autores que avaliaram o
efeito ansiolitico de algumas espécies do género Citrus. Faturi et al. (2010) e Leite et al.
(2008) realizaram estudos com 6leo essencial de C. sinensis e C. aurantium, respectivamente,
objetivando avaliar atividade ansiolitica no LCE por via inalatéria — uma via alternativa e

mais cobmoda em relagdo aos tratamentos oral e intraperitoneal. A inalacdo de C. sinensis nas
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duas maiores doses testadas revelaram diferencas estatisticamente significativas em relagéo ao
veiculo quanto ao nimero de entradas nos bracos abertos e porcentagem de tempo nos bragos
abertos. Ja a inalacdo de C. arantium, nas trés concentracOes testadas, ndo foram observadas
alteracOes estatisticas significativas em nenhum dos pardmetros analisados (os mesmos do
presente estudo).

Vieira et al. (2011) avaliaram trés diferentes doses de extrato metandlico das folhas de
C. limon, v.o0., concluindo que no LCE apenas a maior delas ndo alterou nenhum dos
parametros avaliados (idénticos ao do presente estudo), ao contrario das outras duas, as quais
induziram diferengas estatisticas significativas.

Para complementar os possiveis efeitos ansioliticos do OECI, o teste da caixa claro-
escuro foi realizado. Este teste baseia-se na aversao dos roedores por areas iluminadas e em
seu comportamento exploratorio espontaneo em resposta a um ambiente novo e iluminado
(PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006). Apos tratamento com farmacos ansioliticos
(BDZs), a aversdo aparente de permanecer ou se mudar para a area iluminada é removida.
Desde entdo, este modelo tem sido amplamente utilizado como um teste valido para avaliar
atividade ansiolitica em roedores (COSTALL et al., 1989).

Os resultados do presente estudo indicam que o OECI reduziu a aversao pelo ambiente
iluminado, uma vez que aumentou 0 nimero de transi¢ces entre 0s compartimentos claro e
escuro, além de aumentar a porcentagem de tempo na area clara, corroborando o efeito
ansiolitico visto no teste do labirinto em cruz elevado, semelhante ao observado com 0s
animais tratados com diazepam.

O oleo essencial de Citrus latifolia (GARGANO, 2007) e capaz de produzir um
aumento no tempo de permanéncia na area clara, enquanto que o de C. aurantium é capaz de
aumentar tanto este parametro quanto o numero de transicGes entre as camaras da caixa
(PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006). Segundo Faturi et al. (2010), o 6leo essencial de C.
sinensis também aumenta o tempo na area clara, porém neste estudo ndo foi avaliado o
namero de transi¢es entre 0s compartimentos.

O conjunto dos resultados mostra que o tratamento com OECI apresenta efeito
ansiolitico sem comprometimento motor caracteristico do efeito sedativo. Avancando no
estudo, investigou-se as possiveis vias pelas quais o éleo poderia modular sua atividade.

Indubitavelmente, o sistema GABAEérgico estd envolvido na neuroquimica da
ansiedade. Os BDZs sdo ansioliticos que atuam como agonistas do receptor GABAAa
aumentando a afinidade do neurotransmissor GABA com o receptor, favorecendo entdo a

neurotransmissao inibitéria central (KIM; GORMAN, 2005). Estudos com antagonistas dos
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receptores GABAérgicos, como o flumazenil, blogueiam o sitio de ligacdo dos BDZs no
receptor GABA revertendo, por exemplo, o efeito ansiolitico do diazepam (KIM; GORMAN,
2005).

Vérias pesquisas tém envolvido predominantemente os ligantes de receptores GABAA
e 5-HT;a como provaveis sitios de acdo de farmacos ansioliticos em animais submetidos a
modelos de ansiedade. Estudos neuroquimicos indicam que a buspirona, primeiro ansiolitico
seletivo de agdo serotonérgica introduzido na clinica médica (NINAN et al., 1998), atua
preferencialmente em nivel dos auto-receptores 5-HT;a nos nicleos da rafe (HOYER;
MARTIN, 1997). A ativacdo desses auto-receptores pré-sinapticos diminui a quantidade de
serotonina em nivel pos-sindptico (provavelmente na amigdala e hipocampo). Desta forma, a
acdo ansiogénica da serotonina parece ser minimizada sob o efeito desses farmacos.

Estudos preé-clinicos e clinicos tém apontado um importante papel dos receptores 5-
HT,a e 5-HT,c na fisiopatogénese da ansiedade. Evidéncias experimentais e clinicas indicam
que a administracdo de antagonistas de receptores 5-HTa/c exibem propriedades ansioliticas,
uma vez que diminuem a ligacdo da serotonina a esses receptores apOs administracéo
prolongada, sugerindo um down regulation desses receptores, justificando a acao
farmacoldgica ocorrer em torno de quatro semanas, reduzindo o quadro de ansiedade
(DEAKIN, 1998; MILLAN, 2004).

Diante desses efeitos supostamente mediados pelo bloqueio destes receptores, estes
tém sido alvo de estudo para novas estratégias de tratamento dos disturbios de ansiedade, ndo
s0 pelo efeito benéfico, mas também por ndo induzirem efeitos indesejaveis comuns em
tratamentos com ansioliticos.

Em nossas experiéncias, o pre-tratamento dos animais com ketanserina (0,5 mg/kg,
i.p.) ndo reverteu o efeito ansiolitico do OECI (300 mg/kg, v.0.) observado no labirinto em
cruz elevado e caixa claro-escuro. O mesmo foi constatado com o tratamento i.p. com NAN-
190 (0,5 mg/kg) que também ndo reverteu os parametros analisados nestes testes pos-
administracdo do OECI, sugerindo auséncia do envolvimento dos receptores serotoninérgicos
pré-sinapticos 5-HT;an e pos-sindpticos 5-HT,ac no mecanismo de acdo ansiolitico
desenvolvido pelo 6leo essencial de limé&o siciliano.

Ja o pré-tratamento com flumazenil reverteu ndo apenas o efeito ansiolitico do
diazepam, mas também do OECI, sugerindo que o OECI é capaz de reduzir a ansiedade dos
animais nos modelos experimentais utilizados por meio de um mecanismo de acdo semelhante
ao dos BDZs sobre o receptor GABAA, ou ainda por um aumento da neurotransmissao

GABAérgica seja estimulando a sintese/ liberacdo, ou inibindo a degradacdo do GABA.
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Dentre as espécies da familia Rutaceae, foram estudados os mecanismos de acéo
ansiolitico do 6leo essencial de algumas espécies como: C. aurantium subsp. bergamia e
Spiranthera odoratissima. Estes estudos sugerem que o 6leo essencial de C. aurantium subsp.
bergamia estd envolvido com algum componente noradrenérgico na reducdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal visto através da redugdo nos niveis de cortiscosterona
(SAIYUDTHONG; MARSDEN, 2010). Enquanto que o efeito ansiolitico da S. odoratissima
parece estar relacionado ao sistema serotoninérgico, provavelmente mediado por receptores 5-
HT;a, uma vez que o NAN-190 foi capaz de reverter os efeitos da buspirona bem como do
6leo essencial estudado (GALDINO et al., 2010).

Os resultados sugerem uma possivel modulacdo da atividade ansiolitica do OECI no
sitio de ligacdo dos BDZs no receptor GABAA. No entanto, agonistas destes receptores
exibem efeitos colaterais, incluindo o relaxamento muscular, o que compromete o0
desempenho de pacientes que fazem tratamento com estes farmacos.

Por isso, realizou-se o teste da barra giratoria, a fim de avaliar o efeito de relaxamento
muscular ou de incoordenacdo motora e averiguar o possivel efeito do OECI sobre o sistema
locomotor. No modelo utilizado, quanto maior o prejuizo sobre a musculatura, menor sera a
laténcia a primeira queda, visto que o animal ndo conseguira se equilibrar e manter-se
deambulante sobre a barra giratoria e maior serd o numero de quedas do aparelho (CARLINI;
BURGOS, 1979). Trata-se de um método ndo-especifico, sendo utilizado para descartar a
possibilidade de resultados falso-positivos, uma vez que avalia a integridade do sistema
motor, permitindo detectar o déficit psicomotor, incluindo ataxia ou relaxamento muscular,
efeitos caracteristicos de uma neurotoxicidade (MATTEI; FRANCA, 2006; PULTRINI;
GALINDO; COSTA, 2006), tipicos de agentes farmacolégicos com acdo neuroléptica. Os
animais tratados com OECI ndo apresentaram alteragdes significativas na laténcia e no
namero de quedas quando comparados ao grupo tratado com o veiculo, ndo interferindo na
resposta motora dos animais, descartando, assim, a possibilidade de um efeito miorrelaxante
ou neurotdxico.

Essa auséncia de efeito sobre a coordenacdo motora neste teste foi também observado
quando roedores foram tratados com extratos de outras espécies da familia Rutaceae, por
exemplo: Oleos essenciais de C. latifolia, C. reticulata e C. aurantium, e 0 extrato
hidroalcodlico das folhas de Casimiroa edulis (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002;
MORA et al., 2005; PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006; GARGANO, 2007).

Apobs a observagdo de que o OECI nédo altera a atividade motora de camundongos,

realizamos o teste de catalepsia para confirmar tal efeito. A catalepsia em roedores induzida
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pela administracdo de farmacos é um modelo experimental valido para avaliar efeitos
extrapiramidais, ocasionada pelo bloqueio em receptores dopaminérgicos do tipo D2 em
neurbnios pds-sindpticos na regido nigroestriatal, considerado um indicador Gtil na busca por
substancias potencialmente ativas nessa localizacdo cerebral que possam resultar em efeitos
adversos comprometedores sobre a musculatura esquelética.

A administracdo oral do OECI ndo induziu comportamento cataléptico nos animais,
diferentemente do que foi observado com aqueles que receberam Haloperidol (1 mg/kg, i.p.),
no qual apresentaram comprometimento motor progressivamente crescente (de 30 a 180
minutos pos-tratamento).

Nossos resultados diferem do estudo realizado por Alfieri et al. (2008), onde o
tratamento oral com C. paradisi prolongou o tempo de catalepsia dos camundongos.
Tamilselvam et al. (2013) avaliaram o efeito da hesperidina, uma flavona presente em
espécies como C. unshiu, C. aurantium e C. sinensis, e constataram que esse metabolito
também induziu efeito cataléptico nos animais.

Diante dos resultados, é possivel afirmar que o OECI promove um efeito ansiolitico e
hipnotico-sedativo na dose de 300 mg/kg, v.0., sem causar déficit na coordenacdo motora, e
que este efeito envolve a interacdo do 6leo no sistema GABAEérgico.

Até o momento, no entanto, ndo se pode afirmar qual(is) constituinte(s) do OECI, ou
metabolito, é(sdo) responsavel(is) pelo efeito, e nem se esta atividade é decorrente de uma
ativacdo direta de receptores ou decorre de um efeito indireto sobre o aumento dos niveis do
neurotransmissor GABA, quer seja aumentando sua sintese e/ou liberacdo ou diminuindo sua
degradacdo. Maiores estudos serdo necessarios no sentido de elucidar o entendimento a

respeito da neuromodulacéo desses efeitos.
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6 CONCLUSOES

No estudo da investigacdo do efeito hipndtico-sedativo e dos possiveis mecanismos de

acdo ansiolitico do 6leo essencial das cascas do fruto de Citrus limon em camundongos, pode-

se concluir que:

O tratamento com OECI, na dose de 300 mg/kg, v.o., apresenta efeito hipnotico-
sedativo em camundongos, semelhante ao observado com o tratamento com farmaco
padréo utilizado;

O efeito ansiolitico exercido pelo OECI parece estar envolvido com o sitio de ligacdo
dos BDZs em receptores do tipo GABAA ou com um possivel aumento da
neurotransmissao GABAEérgica;

A acédo ansiolitica do OECI provavelmente ndo envolve receptores serotoninérgicos
dos tipos 5-HT1a € 5-HTarc;

O tratamento com OECI possivelmente ndo envolve antagonismo competitivo de
receptores dopaminérgicos, uma vez que nos testes avaliados o 6leo em nenhuma dose

testada foi capaz de alterar a performance motora dos camundongos.
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APENDICE A — Ficha de avaliacdo do 1° dia de treino dos camundongos no teste da

barra giratoria.
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APENDICE B - Ficha de avaliacio do 2° dia de treino dos camundongos no teste da

barra giratoria.
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