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Sonhe com aquilo que vocé quiser.
Seja 0 que vocé quer ser,
porque VOcé possui apenas uma vida
e nela s6 se tem uma chance
de fazer aquilo que se quer.
(Clarisse Lispector)

“S6 existe uma pessoa capaz de limitar seu crescimento: VOCE MESMO! Vocé é a iinica
pessoa que pode fazer a revolucdo de sua vida. Vocé é a Unica pessoa que pode prejudicar a
sua vida. Vocé é a unica pessoa que pode ajudar a si mesmo.”

(Luis Fernando Verissimo)
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Avaliacdo farmacoldgica do 0Oleo essencial de Citrus limon (Burm) no sistema nervoso
central: Um estudo comportamental, histolégico e neuroquimico. LIDIANNE MAYRA
LOPES CAMPELO. Orientador: Rivelilson Mendes de Freitas. Dissertacdo de Mestrado.
Programa de PoOs-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Departamento de Bioquimica e
Farmacologia, UFPI, 2011.

RESUMO

A familia Rutaceae consiste em aproximadamente 150 géneros e 1.600 espécies, distribuidas
amplamente em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, sendo mais abundante
na América tropical, Sul da Africa e Australia. No Brasil, a familia é representada por
aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, de importancia medicinal, ecolégica e
econémica. O Citrus € um género que compreende 70 espécies de subarbustos e arbustos que
podem ser cultivadas ou encontradas espontaneamente na Alemanha, Espanha, México,
Venezuela, Cuba, Jamaica, Equador, Norte e Nordeste do Brasil. As espécies do género
Citrus sdo ricas em flavondides, 6leos volateis, cumarinas e pectinas. No primeiro capitulo,
houve a caracterizacdo quimica do 6leo essencial de folhas de Citrus limon (OECL), e
avaliacdo dos efeitos da administracdo aguda por via oral do dleo essencial de folhas de C.
limon e, ainda, investigacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos em camundongos
Swiss machos. O tratamento ndo causou nenhuma morte ou toxicidade nos animais. A
administracdo aguda em doses repetidas de 0leo essencial ndo induziu nenhum efeito adverso
na maioria dos parametros bioquimicos e hematoldgicos estudados em camundongos Swiss
machos. No segundo capitulo foram investigados os efeitos anticonvulsivantes e depressores
do Sistema Nervoso Central (SNC) do 6leo essencial de C. limon em modelos animais, no
qual foi verificado resultados que sugerem um efeito depressor do SNC e anticonvulsivante
do dleo essencial de C. limon em camundongos que precisa ser melhor investigado. No
terceiro capitulo objetivou-se investigar o efeito do 6leo essencial de C. limon nos niveis de
peroxidacdo lipidica, contedo de nitrito, concentracdo de glutationa reduzida e atividades
antioxidantes das enzimas (superéxido dismutase, catalase e gluatationa peroxidase) em
hipocampo de camundongos. Os resultados demonstram que o estresse oxidativo no
hipocampo de camundongos pode ocorrer durante o estabelecimento de doencas
neurodegenerativas, promovendo dano hipocampal e implica, ainda, que € possivel conseguir
efeito protetor utilizando o OECL como antioxidante. O quarto capitulo visou investigar o
potencial efeito neuroprotetor do OECL nas modificacBes histopatoldgicas observadas no
hipocampo e corpo estriado de camundongos apds convuls@es induzidas por pilocarpina. A
partir dos resultados encontrados € possivel sugerir que o OECL pode modular a
epileptogénese promovendo um efeito neuroprotetor no modelo investigado. O quinto
capitulo avaliou as atividades antioxidantes in vitro e antinociceptiva do 6leo esssencial de C.
limon em camundongos. O OECL foi capaz de produzir efeito antioxidante in vitro nos trés
testes usados. No teste in vivo, houve uma reducgéo significativa no nimero de contorgdes e
em doses mais elevadas, reduziu o namero de lambida da pata. Considerando que a naloxona
antagonizou o efeito antinociceptivo do OECL, é possivel sugerir, pelo menos a participacéo
do sistema opioide, no entanto, outros estudos deverdo ser realizados para entender o0s
mecanismos de acdo do OECL. No sexto capitulo analisou-se o efeito sedativo, antidepressivo
e ansiolitico do OECL por meio dos testes comportamentais, sugerindo um possivel efeito
sedativo e ansiolitico do OECL que pode envolver os receptores benzodiazepinicos e também
um efeito antidepressivo possivelmente envolvendo o0s sistemas noradrenérgicos e
serotoninérgicos.

Palavras-chave: Ansiolitico, Antioxidante, Antidepressivo, Citrus limon, Convuls&o.
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Pharmacological assessment of the essential oil of Citrus limon (Burm) Central Nervous
System: A behavioral study, histological and neurochemical. LIDIANNE MAYRA
LOPES CAMPELO. Advisor: Rivelilson Mendes de Freitas. Master’s Dissertation. Post-
Graduate Program in Pharmaceutical Sciences. Department of Biochemistry and
Pharmacology, UFPI, 2011.

ABSTRACT

The Rutaceae family consists of approximately 150 genera e 1.600 species, widely distributed
in tropical, subtropical and temperate word, being more abundant in tropical America, South
Africa and Australia. In Brazil, the family is represented by approximately 29 genera and 182
species, with some important medicinal, ecological and economic. Citrus is a genus that
comprises 70 species of subshurbs and shrubs can be grown or found spontaneously in
Germany, Spain, Mexico, Venezuela, Cuba, Jamaica, Ecuador, northern and northeastern
Brazil. The species of the genus Citrus are rich in flavonoids, volatile oils, coumarins and
pectin. In the first chapter was the chemical characterization of essential oil leaves of Citrus
limon (Rutaceae), and assessing the effects of acute administration in repeated doses per oral
route of essential oil leaves from C. limon were investigated on biochemical and
hematological parameters in male Swiss mice. The treatment caused no one deaths or toxicity
in animals. It was observed that acute administration in repeated doses of essential oil did not
induce any adverse effect in most biochemical and hematological parameters studied in male
Swiss mice. In the second chapter, we investigated the anticonvulsant and depressor effects on
Central Nervous System CNS of essential oil from C. limon in animal models, in which was
found results suggest an effect depressant and anticonvulsant of essential oil from C. limon in
mice that needs to be further investigated. The third chapter aims to investigate the effect of
essential oil from C. limon of lipid peroxidation levels, nitrite content, reduced glutathione
concentration and antioxidant enzymatic activities (superoxide dismutase, catalase and
peroxidase glutathione) in hippocampus of mice. The results show hypothesized that
oxidative stress in hippocampus of mice can occur during development of neurodegenerative
diseases and promoting hippocampal damage also implies that the protective effect can be
achieved using the essential oil from C. limon as an antioxidant. The fourth chapter aims to
investigate the potential neuroprotective effect of essential oil from C. limon in the
histological changes observed in the hippocampus and striatum of mice after pilocarpine-
induced seizures. From the results it is possible to suggest that it may modulate the
epileptogenesis promoting a neuroprotective effect during crisis in the model investigated.
The fifth chapter evaluated the antinociceptive an antioxidant of the oil from Citrus in mice or
in vitro test. The EOCL showed activity against all catalysts in vitro tests. In the in vivo test,
there was a significant reduction in the number of contortions and at higher doses, reduced the
number of paw licking. Given that naloxone antagonized the antinocecipetive effects of
EOCL (higher doses), it is possible to suggest at least the participation of the opioid’s system.
However, further studies should be conducted to understand the mechanisms of action of
ethylene oxide. In the sixth chapter examined whether the sedative, antidepressant and
anxiolytic effects EOCL through behavioral test, starting from there we could see that this
work showed anxiolytic and sedative effects of EOCL that may involve of benzodiazepine
receptors and also an antidepressant effect possibly where the noradrenergic and serotonergic
mechanisms may be involved.

Keywords: Anxiolytic, Antioxidant, Antidepressant, Citrus limon, Seizures.
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1.  INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, as plantas medicinais tornaram-se um foco crescente de importancia
global, apresentando repercusses tanto sobre a salde mundial quanto no comeércio
internacional (MAHADY, 2001). O alto custo, os efeitos colaterais e as limitagdes
terapéuticas dos medicamentos convencionais tém sido fatores relevantes para o aumento do
uso das plantas medicinais no Brasil e no mundo (GO et al., 2001).

A planta medicinal é todo vegetal que contém em um ou VAarios de seus Orgaos
substancias que podem ser empregadas para usos terapéuticos ou precursores de compostos
para esses fins (OLIVEIRA; AKISUE, 1988). O uso das plantas medicinais no Brasil foi
disseminado principalmente pela cultura indigena. Em todo o planeta, o Brasil é o pais que
tem maior numero de espécies vegetais, dentre as estudadas, uma grande parte tem
importancia nutricional, econémica e medicinal (ANDRADE et al., 2001). Por ser um pais
rico, cujo territério possui cinco principais biomas, a floresta amazénica, cerrado, mata
atlantica, pantanal e caatinga, é considerada uma rica fonte de produtos terapéuticos. Mesmo
com uma vasta diversidade, este potencial para a descoberta de plantas como fonte de novas
drogas continua pouco explorado ou regulamentado, contrastando com o que ocorre em paises
como Alemanha e Estados Unidos (CALIXTO, 2000; RATES, 2001; VEIGA-JUNIOR,
2008).

A familia Rutaceae esta compreendida por cerca de 150 géneros, 1.600 espécies,
distribuida nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, sendo mais abundante na
América Tropical, Sul da Africa e Australia. No Brasil, a familia esta representada por
aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, com algumas de importancia medicinal,
ecologica e econdmica (MELO, 2004). O Citrus limon é uma das espécies da familia
Rutaceae mais comumente utilizadas para fins terapéuticos, sdo consideradas plantas
arbustivas ou arboreas, de folhas compostas, geralmente de disposicdo alternada, sem
estipulas, providas de glandulas oleiferas. Dentre os géneros cultivados destaca-se o Citrus
com os varios tipos de laranja, limdo, lima-da-pérsia, cidra, tangerina e outras que também
fornecem oleo da casca (JOLY, 1993).

O género Citrus apresenta as mais importantes arvores frutiferas do mundo, com uma
producdo anual de 102 milhdes de tonéis de frutas (GONZALEZ-MOLINA, 2010). C. limon é
popularmente conhecido como limoeiro, cujas folhas e frutos sdo aproveitados pela medicina

popular como terapia, essa planta também é conhecida como limé&o verdadeiro, e é originaria
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da Regido Sudeste da Asia (PENIDON; SILVA, 2007). O limo é a terceira fruta mais
importante dentro do género depois da laranja e da tangerina (GONZALEZ-MOLINA, 2010).
Esta espécie possui varias acdes terapéuticas na medicina popular, a saber: adstringente,
antianémico, antibidtico, antisséptico, antiemético, antidepressivo, antiinflamatorio,
antiespasmadico, bactericida, antireumatico, antidisentérico, (PENIDON; SILVA, 2007,
AGRA et al., 2007; FENNER et al., 2006; REZENDE; COCCO, 2002; VENDRUSCOLO et
al., 2005; VIEIRA, 1992) e ainda para tratamento da febre e da tosse (LIEBSTEIN, 1927;
GRAY; FLATT, 1997; DE FEO et al., 1992).

As espécies do género Citrus séo ricas em flavonoides, 6leos volateis, cumarinas e
pectinas (KUSTER et al., 2003). A maioria dos compostos flavénicos sdo heterosideos de
flavononas (hesperidosideo, neohesperidosideo, naringosideo, eriodictiosideo), bem como séo
encontrados também outros flavonoides, como a diosmina e o rutosideo (BRUNETON, 1993;
ARRIAGA, 1990). O limdo [Citrus limon (L.) Burm] exibe muitos compostos naturais
importantes, incluindo acido citrico, &cido ascorbico, minerais e componentes fendlicos, como
flavonoides. As propriedades bioldgicas tém sido sempre associadas com o conteudo de acido
ascorbico, mas, recentemente, tem se mostrado que flavonoides e outros nutrientes e nao-
nutrientes, como vitaminas, minerais, 6leos essenciais e carotenoides estdo envolvidos nestas
propriedades (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; ELANGOVAN et al., 1994).

2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia e seguranca do 6leo essencial, para,
futuramente, desenvolver uma formulagdo farmacéutica. Para isso foi necessario investigar 0s
parametros hematoldgicos e bioguimicos do Oleo essencial de C. limon, identificar os
constituintes deste d6leo através da Cromatrografia gasosa/Espectrometria de massa, avaliar as
atividades  ansiolitica,  antioxidante,  antidepressiva,  antinociceptiva,  sedativa,
anticonvulsivante e neuroprotetora do 6leo essencial do C. limon em camundongos.

Esta dissertacdo foi elaborada em capitulos oriundos dos artigos cientificos
submetidos e publicados a partir dos resultados decorrentes da realizacdo de experimentos in
vitro e in vivo. Varios equipamentos foram utilizados para os testes desenvolvidos in vivo,
(campo-aberto, claro-escuro, labirinto em cruz elevada, nado forgado, suspensao pela cauda,

temperatura retal), bem como para os testes in vitro.
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3.  REVISAO DE LITERATURA

3.1 Estudos sobre Citrus limon (L.) Burm

3.1.1 Aspectos botanicos de C. limon (L.) Burm

O C. limon (L.) Burm (Figura 1) pertence a familia Rutaceae que possui 150 géneros
e 1.600 espécies, distribuida nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo.

O C. Limon (L.) Burm, planta aromatica, é uma arvore perenifolia, pequena de 3 a 6
metros de altura, com numerosos ramos e espinhos. As folhas unifolioladas 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 sdo avermelhadas apresentam flores solitarias ou em racimos axilares,
avermelhadas em forma de botdo com pétalas brancas na parte superior e purpura abaixo.
Apresentam de 20 a 40 estames com fruto oblongo ou oval, 7 a 12 cm de comprimento,
amarelo claro ou dourado a casca € mais ou menos grossa e com presenca de glandulas,
dependendo das variedades, as sementes sdo pequenas, ovais e pontiagudas (Em
<http://www.institutohorus.org.br>. Acesso em 14 de agosto de 2011).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 1- Folha do C. limon (L.) Burm conhecido popularmente como limoeiro.


http://www.institutohorus.org.br/
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3.1.2 Usos populares de C. limon (L.) Burm

O fruto (Figura 2) é conhecido popularmente como liméo, e essa, € de fato, a fruta
mais conhecida do mundo, utilizada h& centenas de anos com indmeras propriedades
medicinais e nutricionais. O fruto apresenta outros sindnimos como, limédo-verde, limé&o-
verdadeiro, limdo-eureka ou liméo-génova. Desde a época das colonizagdes, essa fruta era
utilizada 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, doces e drinques, entre estes a popular “caipirinha”. As
sementes sdo usadas para fazer 6leo de cozinha e dleos para plasticos e sabdes (MONAGEMI
et al., 2010)

De acordo com Ortencio (1997), o limao também é usado para controlar altas taxas de
acido Urico, anemia, arterioesclerose, gripes, diabetes, reumatismo, variola, pressdo alta. Da
casca extraem-se esséncias aromaticas usadas na industria de perfumes, farmacéutica, de
produtos de limpeza e higiene pessoal e no preparo de licores (MONAGEMI et al., 2010).
Uma dieta rica em legumes, vegetais, graos, frutas frescas (como as frutas citricas) e sucos

tém efeitos benéficos na saude humana (TRIPOLI et al., 2007).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 2 - Fruto do C. limon (L.) Burm.
3.1.3 Estudos fitoquimicos do género Citrus

As espécies do género Citrus séo ricas em flavonodides, 6leos volateis, cumarinas e

pectinas (KUSTER et al. 2003). As plantas dos géneros Citrus apresentam ainda compostos


http://www.jardineiro.net/br/banco/citrus_limon.php
http://www.jardineiro.net/br/banco/citrus_limon.php
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fendlicos da classe das flavonas (sinensetina, nobiletina), glicosideos flavonoides
(hesperidina, neohesperidina, naritutina, naringina, eriocitrina) e cumarinas (umbeliferona,
aesculetina e scopolina). A casca do limdo é 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 6leo essencial 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 limoneno
(52,77%), seguido por acetato de 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., 2010).

O oOleo essencial das espécies de C. limon contém derivados de terpenos,
sesquiterpenos alifaticos, derivados oxigenados e hidrocarbonetos aromaticos. A composicao
das vérias misturas de terpenos depende da tipologia da espécie examinada. No entanto, a
mistura de cada tipologia estda em propor¢des feitas de: limoneno, a-pineno, [-pineno,
mirceno, linalol e terpineno (MONAGEMI et al., 2010)

3.1.4 Estudos farmacoldgicos do género Citrus e seus constituintes

As atividades dos flavonoides tem sido mostradas in vitro (BOCCO et al., 1998;
RAPISARDA et al., 2000; BURDA; OLESZEK, 2001) e in vivo. Os flavondides tem
importantes propriedades relacionadas a satde, como antimicrobiana (BYLKA et al., 2004),
anticarcinogénica (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; KOHNO et al., 2004), antiagregante
plaquetario (MIDDLETON et al., 2000) e sdo conhecidos ainda por proteger contra doencas
cardiovasculares (HOLLMAN et al., 1996).

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 metabdlitos foram poderosos antioxidantes quando testados no
modelo de oxidacdo in vitro para doengas cardiacas (MYAKE et al., 1997).

Monoterpenos sdo importantes constituidos do Oleo essencial dos frutos do género
Citrus e outras plantas. Uma parte destes monoterpenos tem atividades antitumorais
(MONAGEMI et al., 2010) Por exemplo, d-limoneno, que compreende mais de 90% do 6leo

da casca da laranja tem atividade quimiopreventiva nos roedores contra cancer de mama, pele,
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figado, pulmé&o e estbmago (CROWEL, 1999) e tem sido mostrado a indugdo de apoptose nas
células tumorais (HATA, 2003 )

O Oleo volatil da casca do fruto apresentou atividade sedativa, hipnotica, nédo
corroborando com o extrato etanolico das folhas, que ndo apresentou essa atividade
(CARVALHO-FREITAS, 2002). O extrato alcodlico da casca dos frutos mostrou efeito
antiespasmddico (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 dos frutos apresentou atividade antimicrobiana in vitro. (CACERES et al., 1987).

O extrato do fruto, em ratos, produziu uma reducdo do consumo de alimento e do
ganho de peso corporal e um indice significativo de mortalidade. Este efeito foi atribuido a
atividade B-adrenérgica da sinefrina, substancia presente na casca do fruto (CALAPAI et al.,
1999). Esta substancia também esta correlacionada com uma ac¢do redutora da pressdo portal,
possivelmente por meio da vasoconstricgdo arterial, detectada por meio da infusdo da casca
do fruto (HUANG et al., 1995). A p-sinefrina apresenta atividade simpaticomimética que tem
sido associada a oxidacdo de gorduras através do aumento da termogénese e estimulacédo
lipolitica, presumivelmente pelo Bs-adrenoceptores (FUGH-BERGMAN; MYERS, 2004).

O C. limon contém um grande nimero de componentes funcionais fisiolégicos como
acido citrico, acido ascorbico, minerais, cumarinas, limonoides e flavonodides. O &cido
ascorbico é um antioxidante registrado para prevenir espécies reativa derivadas do oxigénio
(EROS) mediadas pela peroxidacéo lipidica microssomal e degradacdo 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 (CHATTERJEE et al., 1995).

A fruta do C. limon (L.) Burm é usada para tratar doencas hepéticas, reumatismo,
febre, (LIEBSTEIN, 1927) e diabetes (GRAY; FLATT, 1997). O fruto também é usado para o
preparo de bebidas, como suplemento alimentar, antidisentérico, antiespasmadico e tosse (DE
FEO et al., 1992). E também usado para o tratamento do escorbuto, colicas intestinais e artrite
(VAZQUEZ et al., 1997).

3.1.5 Estudos Toxicoldgicos do género Citrus e seus constituintes

Em um estudo realizado em 2008, o extrato das folhas e frutos do C. limon (L.) Burm,
foram submetidos & avaliacdo quantitativa e qualitativa de p-sinefrina, um constituinte das
espécies Citrus, por meio do método de Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e foi

verificada a presenca de 0,010% desta substancia nas folhas e 0,045% nos frutos. Nos animais



25

tratados com p-sinefrina foi observada uma diminuicdo da atividade locomotora, piloerecéo,
salivacdo, exoftalmia e fadiga (ARBO et al., 2008; BLANCO et al., 2009).

Em algumas espécies, que apresentam em sua composicdo 0s monoterpenos citral,
geranial e neral, foram observados efeitos depressores como reducdo da atividade geral, dos
reflexos auriculares e de endireitamento, equilibrio e respostas ao toque (BLANCO et al.,
2009). Um estudo realizado com o 6leo essencial da casca de C. limon (L.) Burm e o C.
sinensis (L.) Osbeck mostrou um efeito citdtoxico sobre células MCF-7 (carcinoma de mama
em humanos) e Hela (carcinoma de colo de utero) (MONAGEMI et al., 2010).
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CAPITULO I: Constituintes quimicos e estudos toxicoldgicos do dleo essencial extraido das

folhas de Citrus limon (L.) Burm (Rutaceae)
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RESUMO

A caracterizacdo quimica do Oleo essencial de folhas de Citrus limon (OECL), resultou na
identificacdo de uma mistura de monoterpenos (limoneno, linalol, cis-6xido de limoneno,
trans-6xido de limoneno, citronelal, neral, geranial, nerol e acetato de geranil). As estruturas
dos compostos do 6leo essencial foram identificadas por CG/EM, por comparacdo com dados
da literatura. Os efeitos da administracdo aguda com doses repetidas do OECL foram
investigados sobre pardmetros bioquimicos e hematoldgicos em camundongos Swiss machos.
Os animais (n=10/grupo) foram tratados por via oral diariamente durante 30 dias com OECL,
nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg e os parametros bioquimicos e hematoldgicos avaliados. O
tratamento ndo causou nenhuma morte ou toxicidade nos animais. A administracdo do OECL
ndo alterou os parametros bioquimicos e hematoldgicos e o peso de 6rgaos, exceto por uma
diminuicdo de 21 e 11% em uréia e acido Urico, respectivamente, e 9%, em nos niveis
plasméticos de aspartato transaminase (AST). Para os parametros hematoldgicos, houve
pequenas mudancas nas contagens de neutrofilos, linfocitos, eosinofilos e mondcitos, mas
estes ndo foram diferentes dos valores de referéncia. Além disso, houve uma diminuicéo
significativa nos triglicerideos a qual foi detectada nos animais tratados com uma dose de 150
mg/kg de OECL. A administracdo aguda com doses repetidas de OECL n&o induziu nenhum
efeito de risco na maioria dos pardmetros bioquimicos e hematoldgicos estudados em
camundongos Swiss machos. No entanto, a redugdo dos niveis de uréia e acido urico em doses
elevadas, sugere um possivel efeito sob a insuficiéncia renal que deve ser melhor investigada.

PALAVRAS-CHAVE: bioquimica, C. limon, hematologia, 6leo essencial, tratamento agudo.
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ABSTRACT: Chemical constituents and toxicological studies of the extracted essential
oil of Citrus limon (L.) Burm.

The chemical characterization of the essential oil of leaves from C. limon (Rutaceae) resulted
in identification of a mixture of monoterpenes (limonene, linalool, cis-limonene-oxide, trans-
limonene-oxide, citronellal, neral, geranial, nerol e geranyl acetate). The structures of the
compounds of essential oil were identified by GC/MS by comparison with literature data. The
effects of the acute treatment with repeated doses of the EOCL from were investigated on
biochemical and hematological parameters in male adult Swiss mice. Male rats (n=10/group)
were orally treated daily for 30 days with EOCL at the doses of 50, 100 or 150 mg/kg body
weight and the biochemical and hematological parameters evaluated. The treatment did not
cause any deaths or toxicity in the animals. The administration of essential oil failed to change
biochemical and hematological parameters and organ weight, except for decreases of 21 and
11% in blood urea nitrogen and uric acid respectively, and 9%, in aspatate transaminase
(AST) plasma level. For the hematological parameters, there were slight changes in which
neutrophil, lymphocytes, eosinophils and monocyte counts were not different from the
reference values. In addition, with respect to serum triglyceride a significant decrease was
detected in mice treated with a dose of 150 mg/kg of EOCL. In conclusion, the acute
treatment with repeated doses of the EOCL did not induce any harzadous effects on most of
the biochemical and hematological parameters studied in male adult Swiss mice. However,
the decrease in the levels in blood urea nitrogen and uric acid in high doses, suggests a
possible effect against renal insufficiency which should be investigated in more detail.
KEYWORDS: biochemistry, C. limon, hematology, essential oil, Acute treatment.
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INTRODUCAO

A familia Rutaceae consiste de cerca de 150 géneros e 1.600 espécies, distribuidas
amplamente em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, sendo mais abundante
na América tropical, Sul da Africa e Australia. No Brasil, a familia esta representada por
aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, com algumas de importancia medicinal,
ecologica e econdmica (MELO, 2004). O Citrus € um género que compreende cerca de 70
espeécies de subarbustos e arbustos que podem ser cultivadas ou encontradas espontaneamente
na Alemanha, Espanha, México, Venezuela, Cuba, Jamaica, Equador, e no Norte e Nordeste
do Brasil (KUSTER et al., 2003).

As espécies do género Citrus sdo ricas em flavondides, 6leos volateis, cumarinas e
pectinas (KUSTER et al., 2003). A maioria dos compostos flavénicos sdo heterosideos de
flavononas (hesperidosideo, neohesperidosideo, naringosideo, eriodictiosideo). Ocorrem
também outros flavonoides, como a diosmina e o rutosideo (BRUNETON, 1993; ARRIAGA,
1990). O fruto imaturo contém sinefrina e n-metiltiramina (HUANG et al., 1995). O 6leo
volatil da casca do fruto apresentou atividade sedativa, hipnotica, contrastando com o extrato
etandlico das folhas, que ndo apresentou esta atividade (CARVALHO-FREITAS, 2002). O
extrato alcodlico da casca dos frutos mostrou efeito antiespasmaddico (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 dos frutos apresentou, in vitro, atividade
antimicrobiana (CACERES et al., 1987) O extrato do fruto, em ratos, produziu uma reducéo
do consumo de alimento e do ganho de peso corporal e um indice significativo de
mortalidade. Este efeito foi atribuido a atividade p-adrenérgica da sinefrina (CALAPAI et al.,
1999). Esta substancia também esta correlacionada com uma acgéo redutora da pressdo portal,
possivelmente por meio da vasoconstric¢do arterial, detectada por meio da infusdo da casca
do fruto. (HUANG et al., 1995).

Citrus limon é popularmente conhecido como limoeiro, cujas folhas e frutos séo
aproveitados pela medicina popular para fins terapéuticos, essa planta também é conhecida
como liméo verdadeiro, e é originaria da Regido Sudeste da Asia (PENIDON; SILVA, 2007).
O C. limon possui vérias agOes terapéuticas na medicina popular, a saber: adstringente,
antianémico, antibidtico, antisséptico, antiemético, antidepressivo, antiinflamatorio,
antiespasmadico, bactericida, antireumatico, antidisentérico (PENIDON; SILVA, 2007;
AGRA et al., 2007; FENNER et al., 2006; REZENDE; COCCO, 2002; VENDRUSCOLO et
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al., 2005; VIEIRA, 1992) e ainda para tratamento da febre e da tosse (LIEBSTEIN, 1927
GRAY; FLATT, 1997; DE FEO et al., 1992).

No presente estudo, foi extraido o Oleo essencial das folhas de Citrus limon. A
extracdo do Oleo e andlise por CG possibilitou a identificacdo de nove monoterpenos,
limoneno, linalol, citronelol, neral, nerol, cis-0xido-limoneno, trans-éxido-limoneno, geraniol
e acetato de geraniol. Apés a extracdo do 6leo essencial foram avaliados o0s seus efeitos apos
administracao subcrénica em parametros bioquimicos e hematoldgicos de camundongos, além

de seu efeito sobre a massa das principais visceras.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Material vegetal

As folhas de C. limon para o referido estudo foram coletadas as 8 horas da manha
durante o més de Fevereiro de 2010 de hortas medicinais existentes nas proximidades do
Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da Universidade Federal do Piaui no municipio de
Picos, Piaui. As exsicatas da espécie (Numero 26.453) foram depositadas no Herbario
Graziella Barroso da Universidade Federal do Piaui. Apds a pesquisa de materiais estranhos, a

matéria-prima vegetal foi usada para extrair o 6leo essencial.

Extracéo do Oleo Volatil

O 6leo essencial de C. limon foi obtido, partindo-se de 1.100 g de folhas frescas
trituradas e utilizando-se o sistema de hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger (MATOS,
1999) durante o periodo de quatro horas. O 6leo coletado foi subseqglientemente seco com
sulfato de sodio anidro (Na,SO,) e mantido sob refrigeracdo até a realizacdo da analise. O
rendimento do 6leo foi de 0,29%, calculados com base nos volumes de éleo obtido e do peso

do material vegetal fresco.

Andlise do Oleo Volatil e ldentificacio dos Constituintes

A analise dos constituintes volateis foi realizada em equipamento CG/EM Hewlett-
Packard, Modelo 5971 usando-se coluna capilar apolar DB-1, de silica fundida (30 m x 0,25
mm i.d., pelicula de 0,25 um); carreado por gas hélio; velocidade de fluxo 0,8 mL/min e
modo de divisdo. A temperatura do injector e do detector foram 250 °C e 200 °C,
respectivamente. A temperatura da coluna foi programada de 35 °C para 180 °C em 4 °C/min

e em seguida 180 °C para 250 °C em 10 °C/min. Os espectros de massas foram gravados a
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partir de 30-450 m/z. Componentes individuais foram identificados por correspondéncia de
seus espectros de massa, 70 eV, com os da base de dados usando a biblioteca construida
através do espectrometro Wiley e outros dois computadores (ALENCAR et al., 1984)
utilizando indices de retengdo como uma pré-selecdo (ALENCAR et al., 1990) bem como por
comparacdo visual da fragmentacdo padrdo com aqueles relatados na literatura
(STENHAGEN et al., 1974; ADAMS, 2001).

Estudos dos efeitos do 6leo essencial de C. limon em parametros hematologicos e

bioquimicos de camundongos

Animais e Tratamento

Foram utilizados camundongos Swiss machos com 2 meses de idade e com peso de 25
a 30 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal do Piauf. Os animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e foram mantidos
sob condicdes controladas de iluminacéo (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (26 + 2 °C).

Quarenta camundongos correspondendo a quatro grupos (n=10/grupo) foram tratados
durante 30 dias consecutivos, por via oral, com o 6leo essencial de Citrus limon nas doses de
50, 100 e 150 mg/kg dissolvido em Tween 80 0,05% (grupos OECL 50, OECL 100 e OECL
150), Tween 80 0,05% (grupo Tween 80) ou solucéo salina 0,9% (grupo controle).

Durante o tratamento, a massa corporal dos animais foi registrada semanalmente e 0s
animais avaliados quanto a sinais clinicos de toxicidade, consumo de agua e racdo. Ao final
do tratamento, os animais foram submetidos a um jejum de 12 h e anestesiados com
pentobarbital sddico (40 mg/Kg) por via intraperitonial. Em seguida, foi feita a coleta de
sangue por rompimento do plexo retro-orbital com auxilio de capilar de vidro
(WAYNFORTH, 1980). O sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo: um com
anticoagulante HB (Laborlab®) para determinacdo dos parametros hematolégicos, e o outro,

sem anticoagulante, para obtencdo do soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos.
Analise dos parametros bioquimicos e hematol6gicos
Para analise bioquimica, o material foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e,

em seguida, determinados os parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase

(AST), alanina aminotransferase (AST) colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina
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(ALP), bilirrubinas total e direta, proteinas totais e &cido Urico. Os ensaios foram realizados
em aparelho automatico Labmax 240 com sistemas comerciais da LABTEST®.

Os valores para eritrocitos, leucocitos, plaquetas, hemoglobina, hematdcrito e os
indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram determinados
imediatamente apds a coleta por meio do analisador automatico de células hematoldgicas
Advia 120/hematology (Siemens). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em
extensdes coradas com May-Griinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células serdo analisadas

e contadas.

Analises estatisticas

Os valores serdo expressos como media = erro padrdo da media (E.P.M.). As
diferengas entre os grupos serdo determinadas através da Andlise de Variancia (ANOVA),
seguida, quando detectada diferenca, pelo teste t-Student-Newman-Keuls. O nivel de

significancia para rejeicdo da hipotese de nulidade foi sempre > a5 %.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados do rendimento e identificagdo da composicdo quimica do Oleo essencial

extraido das folhas de C. limon.

Os rendimentos, a composi¢cdo quimica e as percentagens relativas dos constituintes
encontrados no o6leo volatil da amostra obtida a partir das folhas de C. limon estdo
apresentados na Tabela 1. O rendimento calculado com base no peso das folhas frescas foi
determinado como sendo 0,29%, similar ao 6leo volatil obtido com as folhas de Citrus (TU,
2002).

O constituinte mais abundante encontrado nas folhas de C. limon foi o limoneno
(52,77%) (A) (Tabela 1) assim como descrito na literatura para outras espécies de Citrus (TU,
2002). Em seguida obtiveram-se acetato de geraniol (9,92%)(D), trans-Oxido limoneno
(7,13%) (F), Neral (6,85%) (E), Geraniol (5,49%) (C), Nerol (4,04%) (B), Citronelol (2,77%)
(G), cis-6xido limoneno (2,68%) (H) e Linalol (1,73%) (1). Todos estes compostos sdo citados
na literatura como constituintes quimicos de outras espécies de Citrus (GONZALEZ-
MOLINA et al., 2010; JAHN; GUNZEL, 1997).
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Tabela 1. Rendimento da composi¢do quimica do dleo essencial extraido das folhas de C.

limon.
Constituintes Area (%) IK Calc.
Limoneno 52,77 1025.5
Linalol 1,73 1100
cis-oxido-limoneno 2,68 1129.3
trans-Oxido-limoneno 7,13 1133.7
Citronelol 2,77 1150
Neral 6,85 1238.5
Geraniol 5,49 1268.9
Nerol 4,04 1363.3
Acetato de Geraniol 9,92 1384.2
Total 93,38 -
Rendimento (%0) 0,29 -

A identificacdo de derivados volateis foi realizada por interpretacdo automatizada de
espectros de massa dos constituintes na amostra de dleo e ainda pelo indice de retencdo. Um
total de nove derivados, exclusivamente monoterpenos, foi caracterizado, correspondendo a
93,38% dos derivados identificados (Figura 2). Os constituintes encontrados tiveram suas

estruturas quimicas registradas como demonstra a Figura 1.
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Figura 1. Estrutura quimica dos constituintes identificados do 6leo essencial das folhas de C.

limon.
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Figura 2. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de C. limon obtido em equipamento
CG/EM Hewlett-Packard (Modelo 5971).
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Resultados da anélise dos parédmetros hematoldgicos e bioquimicos de camundongos
tratados com Gleo essencial de C. limon por via oral durante 30 dias

O dleo essencial de C. limon ndo alterou de forma significativa o peso corporeo dos
animais. Durante o tratamento, ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade e nenhuma
morte foi registrada. Ndo houve alteracdo no consumo de &gua e racdo dos animais (Tabela
2). Nossos resultados séo contrarios aos efeitos do extrato do fruto, em ratos, que produziu
uma reducédo do consumo de alimento e do ganho de peso corporal e um indice significativo

de mortalidade dos animais.

Tabela 2. Analise morfoldgica macroscopica de camundongos Swiss, tratados com 06leo

essencial de C. limon por via oral durante 30 dias.

Orgéos Controle OECL 50 OECL 100 OECL 150
(n=10) (n=10) (=10)) (n=10)

Coragéo 0,09 + 0,01 0,09+001  0,09+0,01 0,09 +0,01
Figado 0,81 0,05 0,79+0,02  0,80+0,03 0,81+ 0,05
Baco 0,06 + 0,01 0,06+0,01  0,06+0,01 0,06 + 0,01
Rim 0,09 + 0,09 0,09+0,01  0,090,02 0,09 + 0,01
Cérebro 0,15 + 0,02 0,14+0,02  0,15+0,02 0,15 + 0,02
Pulmao 0,14 + 0,01 0,15+0,02  0,14+0,01 0,14 + 0,01
Adrenal 0,005+ 0,001 0,004 +0,001 0,005+ 0,001 0,005+ 0,001

Legenda: Anélise morfolégica macroscopica de camundongos machos Swiss, tratados por via
oral com solucéo salina 0,9% (Controle, n = 10) e com 0leo essencial de C. limon nas doses
50 mg/kg (OECL 50, n =10), 100 mg/kg (OECL 100, n =10) e 150 mg/kg (OECL 150, n =10)
durante 30 dias. Os valores foram expressos como a media + E.P.M dos valores expressos em
termos de massa relativa g/100g do numero de animais usados nos experimentos. n —
representa 0 nimero de animais em cada grupo. As visceras foram cuidadosamente removidas
apos a eutanasia. Em seguida, dissecadas e determinada suas massas Umidas em balanga
analitica. ®p<0,05, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t-Student-
Newman-Keuls como post hoc teste);
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Os resultados mostram que a administracdo oral por 30 dias com o0leo essencial
extraido de C. limon, de forma geral, ndo produziu efeitos toxicos em camundongos Swiss
adultos, uma vez que durante o tratamento, nenhum sinal clinico visivel de toxicidade foi
observado. Em adicdo, a atividade geral dos camundongos ndo foi alterada, assim como seu
consumo de racgdo e agua.

O acompanhamento da massa corporal do animal é um importante indicador para a
avaliacdo da toxicidade de uma substancia (IATSYNO, 1978; JAHN & GUNZEL, 1997). O
0leo OECL néo alterou o ganho de massa corporal dos camundongos. Nossos resultados estdo
de acordo com outros estudos realizados com roedores tratados com compostos extraidos de
plantas medicinais (SPINELLA, 2001; CAVALINI et al., 2005; HARKNESS; WAGNER,
1993), os quais também ndo demonstraram sinais de toxicidade.

O tratamento agudo com doses repetidas com OECL em camundongos nas doses de
50 e 100 mg/kg, de forma geral, ndo induziu modificagdes no perfil bioquimico (Tabela 3).
Entretanto, os camundongos tratados com a dose de 150 mg/kg OECL apresentaram a maioria
dos parametros dentro da faixa de referéncia (VIJAYALAKSHMI et al., 2000). No entanto,
para o valor da uréia, acido urico, triglicerideos no grupo tratado com a maior dose houve
uma diminuicdo significativa em 21, 11 e 8% quando comparados ao grupo controle,
respectivamente (p<0,05), assim, como a AST que reduziu, respectivamente, em 9% (p<0,05),
em relacdo ao grupo controle (Tabela 3). Quando comparados 0s grupos controle e 0s grupos
tratados com OECL com grupo tratado somente com Tween 80 0,05% néo foram observadas
mudancas significativas em nenhum dos parametros bioquimicos.

De fato, resultados do nosso laboratoério (dados ndo apresentados) mostram que o 6leo
essencial extraido de C. limon nas doses de 150 mg/kg por via oral ndo produziram
mortalidade em camundongos de ambos 0s sexos, por um periodo de observacao de 30 dias.
Embora de um modo geral o perfil bioquimico dos animais estivesse dentro dos valores de
referéncia, (DOYAMA et al., 2005) houve exce¢des para a uréia, acido Urico, triglicerideos e
AST. A alteragdo significativa verificada nos niveis plasmaticos de uréia e acido Urico apenas
no grupo tratado com a dose de 150 mg/kg do OECL pode ser inicialmente interpretada como
uma alteracdo renal. E a reducdo nos niveis plasmaticos de uréia e acido urico fornece
indicios de uma melhora da funcgéo renal, sugerindo o seu uso no tratamento da insuficiéncia

renal aguda ou uma diminuicao do catabolismo protéico (DANTAS et al., 2006)
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Tabela 3. Pardmetros bioquimicos obtidos do soro de camundongos Swiss, tratados com 6leo
essencial de C. limon por via oral durante 30 dias.

Parametros Controle OECL 50 OECL 100 OECL 150

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)

Glicose (mg/dL) 88,74+8,10 88,03+806 88,25+8,05 88,32 +8,04
Uréia (mg/dL) 54,67 +0,22 5437+0,19 54,23+0,03 43,32 +0,04°
Creatinina (mg/dL) 036+001 037+002 035+001  0,33+0,02

Acido urico (mg/dL) 261+0,04 268+017 269+002  232+0,04°

Triglicerideos (mg/dL) 106,7 £0,05 105,10+0,13 105,67 +1,28 98,12 + 0,49

CT (mg/dL) 86,07+0,57 86,09+0,24 86,05+0,68 86,02+0,82
Proteinas totais (mg/dL) 6,64 + 1,03 6,28 + 0,92 6,23 + 0,94 6,32+ 0,84
AST (U/mL) 91,40+1,81 91,71+0,73 9291+0,21 82,82+0,38°
ALT (U/mL) 57,83+0,81 58,27+0,11 57,29+0,0/ 58,35+0,04
Fosfatase alcalina (U/1) 1576 +0,97 158,2+0,09 157,4+0,17 158,3+0,04
Bilirrubina total (mg/dL) 0,16+0,02 016+0,04 0,16+0,01 0,16 £ 0,03
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,12 + 0,02 0,12 +0,01 0,12 +0,01 0,12 £ 0,02

Legenda: Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos machos Swiss, tratados
por via oral com solucgdo salina 0,9% (Controle, n = 10) e com 6Gleo essencial de C. limon
(OECL) nas doses 50 mg/kg (OECL 50, n =10), 100 mg/kg (OECL 100, n =10) e 150 mg/kg
(OECL 100, n =10) durante 30 dias. Os valores foram expressos como a média £ E.P.M do
niimero de animais usados nos experimentos (n = 10). ®p<0,05, quando comparados ao grupo

controle (ANOVA e teste t-Student—-Newman—Keuls como post hoc teste).

Com relacdo aos niveis séricos dos triglicerideos foi detectada uma diminuicéo
significativa nos camundongos tratados com a dose de 150 mg/kg do Gleo essencial extraido
de C. limon. Os dados da literatura para os valores de triglicerideos (Tabela 3) séo inferiores
aos nossos (DOYAMA et al., 2005; DANTAS et al., 2006; MARTIN et al., 1981). Diante dos
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efeitos na reducdo sérica dos triglicerideos pode ser sugerido o uso do OECL no tratamento
das dislipidemias.

As analises das enzimas aminotransferases séricas (ALT e AST) e da fosfatase
alcalina s@o importantes indicadores de leses de hepatocitos (WRIGHT; PLUMMER, 1974).
Uma droga ndo provoca dano no figado sem interferir com a atividade normal dessas enzimas
(VIJAYALAKSHMI et al., 2000). A fosfatase alcalina € um marcador importante da
atividade da membrana plasmatica e do reticulo endoplasmatico (MARTIN et al., 1981) e
muitas vezes sdo usadas para avaliar a integridade da membrana (AKANJI et al., 1993). A
diminuicdo nos niveis plasmaticos de AST observado neste estudo, alem de ser
estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle, foi maior que os niveis de
referéncia para roedores (COIMBRA et al., 1955; MITRUKA; RAMSLEY, 1977). Estes
dados ndo fornecem indicios de alteracbes na funcdo hepatica, uma vez que segundo Kaneko
e colaboradores (1997) os niveis séricos de ALT aumentam quando ocorrem alteracdes na
permeabilidade ou lesBles nos hepatdcitos. A AST tem uma isoenzima mitocondrial e ndo é
liberada tdo rapidamente quanto a ALT, que é essencialmente citoplasmatica. Isto pode
justificar o fato de ter-se registrado alterac6es significativas apenas nos niveis de AST. Além
disso, a ALT € um indicador mais sensivel de hepatotoxicidade aguda do que a AST, uma vez
enquanto a primeira é essencialmente hepatica, a segunda também pode ser encontrada em
concentracdes elevadas em outros 6rgaos, como rins, pulmdes e coracdo (AL-HABORI et al.,
2002).

De maneira semelhante, observou-se que o tratamento oral dos animais com o0 OECL
ndo alterou significativamente o perfil hematoldgico (Tabela 4), embora tenham sido
observadas mudancas nos leucdcitos totais, neutrofilos, eosinéfilos, linfocitos e mondcitos. A
contagem diferencial de neutrofilos, linfécitos, eosinéfilos e mondcitos revelou, embora,
dentro dos limites de referéncia (HARKNESS; WAGNER, 1993), pequenas flutuacdes,
porém sem indicativo de importancia clinica. Quando comparados 0s grupos controle e
tratados com o 0Oleo essencial extraido de C. limon com grupo tratado com Tween 80 0,05%

ndo foram observadas mudangas significativas em nenhum dos parametros hematolégicos.
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Tabela 4. Pardmetros hematoldgicos de camundongos Swiss, tratados com éleo essencial de

C. limon por via oral durante 30 dias.

Parametros

Controle

(n=10)

OECL 50
(n=10)

OECL 100
(n=10)

OECL 150
(n=10)

Hemacias (mm?~)

8,64 + 0,03

8,68 + 0,02

8,60 +0,01

8,61 +0,04

Hemoglobina (g/dL) 1437+0,15 14,36+0,09 14,33+0,03 14,35 + 0,04
Hematocrito (%) 4415+0,30 44,11+0,13 44,16+0,33 44,32 + 0,04
VCM (fL) 49,67 +£0,04 4961+051 49,55+0,05 49,62 +£ 0,04
HCM (pg) 16,64 +0,03 16,68+0,11 16,63+0,32  16,62+0,49
CHCM (g/dL) 36,50+0,14 36,86+0,36 36,17 +0,45 36,12 + 0,45
RDW (%) 13,67+0,04 13,29+0,11 13,51+0,02 13,52 + 0,04
Plaquetas (mm?®) 29240+0,83 294,7+228 292,90+021 2918+1,75
Leucécitos totais (mm?) 8,63 £ 0,03 8,60 + 0,08 8,69 + 0,06 8,44 + 0,04°
Neutrofilos (%) 18,66 +0,04 1867+0,09 1863+0,09  18,15+0,04°
Eosinofilos (%) 0,36 + 0,02 0,37+ 0,04 0,38 +0,05 0,31+ 0,03
Linfocitos (%) 78,12+0,31 78,41+0,28 78,17+0,15 74,33 +0,26°

Legenda: Parametros hematoldgicos obtidos de camundongos machos Swiss, tratados por via
oral com solucdo salina 0,9% (Controle, n = 10) e com dleo essencial de C. limon (OECL) nas
doses 50 mg/kg (OECL 50, n =10), 100 mg/kg (OECL 100, n =10) e 150 mg/kg (OECL 100,
n =10) durante 30 dias. Os valores representam a média £ E.P.M. do ndmero de animais
usados nos experimentos. (n = 10). ®p<0,05, quando comparados ao grupo controle (ANOVA

e teste t-Student—Newman—Keuls como post hoc test);

CONCLUSAO

A extracdo do oleo essencial de C. limon resultou na identificacdo predominante de
monoterpenos. Baseados nos resultados obtidos a partir dos estudos hematologicos e
bioquimicos do sangue dos camundongos adultos, sugere-se que a administracdo aguda em
doses repetidas do 6leo essencial de C. limon ndo produz efeitos toxicos sobre a maioria dos

pardmetros bioguimicos e hematoldgicos estudados de camundongos Swiss adultos.
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Entretanto, uma diminuicdo dos niveis sericos de uréia e &cido urico em camundongos
tratados com o 6leo essencial de C. limon na dose de 150 mg/kg apontam para uma possivel
melhora da func¢éo renal, bem como a reducdo dos niveis de triglicerideos sugerem para seu
uso no tratamento das dislipidemias. Além disso, nossos resultados sugerem para um possivel
uso deste 6leo no tratamento das dislipidemias. Dessa forma, os efeitos farmacoldgicos e
toxicologicos do Oleo essencial de C. limon precisam ser investigados de forma mais

detalhada e durante um maior periodo de tratamento dos animais.

AGRADECIMENTOS
Os autores agradecem ao CNPq pela bolsa de mestrado concedida a L.M.L.C. e pelas

bolsas de produtividade em pesquisa aos professores R.M.F. e a C.M.F.

REFERENCIAS

ADAMS, R.P. Identification of Essential Oil Components by Gas
Chromatography/Quadrupole Mass Spectroscopy. Allured Publishing Corporation:
Illinois, 2001.

AGRA, M.F.; FREITAS, P.F.; BARBOSA-FILHO, J.M. Synopsis of the plants known as
medicinal and poisonous in Northeast of Brazil. Revista Brasileira de Farmacognosia, V.
17,n.1, p. 114-140, 2007.

AKANJI, M.A.; OLAGOKE, O.A.; OLOYEDE, 0.B. Effect of chronic consumption of
metabisulphite the integrity of the kidney cellular system. Toxicology, v. 81, n. 3, p. 173-179,
1993.

ALENCAR, JW.; CRAVEIRO, A.A.; MATOS, FJ.A.; MACHADO, M.I.L. Kovats indices

simulation in essencial oil analysis. Quimica. Nova, v. 13, n. 4, p. 282-284, 1990.

ALENCAR, JW.; CRAVEIRO, A.A.; MATOS, F.J.A. Kovats indices as a preselection
routine in mass spectra library search of volatiles. Journal of Natural Product, v. 47, n. 5, p.
890-892, 1984.



46

AL-HABORI, M.; AL-AGHBARI, A.; AL-MAMARY, M.; BAKER, M. Toxicological
evaluation of Catha edulis leaves: a long term feeding experiment in animals. Journal of
Ethnopharmacology, v. 83, n. 3, p. 209-217, 2002.

ARRIAGA, E.J.; RUMBERO, A. Naringin, hesperidin and neohesperidin content in juices
from thirteen Citrus spp. Fitoterapia, v. 51, 31-36, 1990.

BRUNETON, J. Pharmacognosie, phytochimie, plantes medicinales. 2* ed. Paris:
Lavoisier, 1993,

CACERES, A.; GIRON, L.M.; ALVARADO, S.R.; TORRES, M.F. Screening of
antimicrobial activity of plants popularly used in Guatemala for the treatment of

dermatomucosal diseases. Jounal of Ethnopharmacology, v. 20, n. 3, p. 223-237, 1987.

CALAPAI, G. FIRENZUOLLI, F.; SAITTA, A. Antiobesity and cardiovascular toxic effects of
Citrus aurantium extracts in the rat: a preliminary report. Fitoterapia, v. 70, n. 6, p. 586-592,
1999.

CARVALHO-FREITAS, M.I.LR.; COSTA, M. Anxiolitic and sedative effects of extracts and
essential oil from Citrus aurantium. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v.25, n. 12,
p.1629-1633, 2002.

CAVALINI, M.; FOLIS, G.P.; RESENER, M.C.; ALEXANDRE, R.F.; ZANNIN, M.
SIMOES, C.M.O. Servico de informacdes sobre plantas medicinais e medicamentos

fitoterapicos. Revista Eletronica de Extenséo, v. 2, p. 1-11, 2005.

COIMBRA, 1.K.S. KOSEMJAKIN, D.A., DINIZ, J.M.F.; CIRIO, S.M.; LEITE, L.C. Perfil
bioquimico sérico de provas funcionais hepatica e renal apds intoxicagdo experimental com
extratos aquosos de folhas de Melia azedarach L. em ratos albinos (Rattus norvegicus).
Revista Brasileira de Toxicologia, v. 8, p. 258-264, 1955.

DANTAS, J.A.; AMBIEL, C.R.; CUMAN, R.K. N.; BARONI, S.; AMADO, C.A.B. Valores

de referéncia de alguns parametros fisioldgicos de ratos do Biotério Central da Universidade


http://www.periodicos.ufsc.br/index.php/extensio/article/view/5131
http://www.periodicos.ufsc.br/index.php/extensio/article/view/5131

47

Estadual de Maringd, Estado do Parana. Acta Scientiarum Health Sciences, v. 28, n. 2, p.
165-170, 2006.

DE FEO, V.; AQUINO, R.; MENGHINI, A.; RAMUNDO, E.; SENATORE, F. Traditional
phytotherapy in the Peninsula Sorrentina, Campania, Southern Italy. Journal of
Ethopharmacology, v. 36, n. 2, p. 113-125, 1992.

DOYAMA, J.T.; RODRIGUES, H.G.; NOVELLI, E.; CEREDA, W.; VILEGAS, W.
Chemical investigation and effects of the tea of Passiflora alata on biochemical parameters in
rats. Journal of Ethnopharmacology, v. 96, n. 3, p. 371-74, 2005.

FENNER, R.; BETTI, A.H.; MENTZ, L. A.; RATES, S.M.H. Plantas utilizadas na medicina
popular brasileira com potencial atividade antifingica. Revista Brasileira de Ciéncias
Farmacéuticas, v. 42, n. 3, p. 369-394, 2006.

FORSTER, H.B.; NIKLAS, H.; LUTZ. S. Antispasmodic effects of some medicinal plants.
Planta Medica, v. 40, n. 4, p. 309-319, 1980.

GONZALEZ-MOLINA, E.; DOMINGUEZ-PERLES, R.; MORENO, D.A.; GARCIA-
VIGUERA, C. Natural bioactive compounds of Citrus limon for food and health. Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 51, p. 327-345, 2010.

GRAY, A.M.; FLATT, P.R. Nature's own pharmacy: the diabetes perspective. Proceedings
of the Nutrition Society, v. 56, n. 1B, p. 507-517, 1997.

HARKNESS, S.E.; WAGNER, J.E. Biologia e clinica de coelhos roedores. S&o Paulo:
Livraria Roca, 1993.

HUANG, Y.; WANG, G. F.; CHEN, C. F.; CHEN, C. C.; HONG, C. Y.; YANG, M. C.
Fructus aurantii reduced portal pressure in portal hypertensive rats. Life Sciences, v. 57, n.
22, p. 2011-2020, 1995.

KIM, D.H.; SONG, M.J.; BAE, E.A.; HAN. M.J. Inhibitory effect of herbal medicines on
rotavirus infectivity. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v. 23, n.3, p. 356-358, 2000.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wang%20GF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20CF%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Chen%20CC%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hong%20CY%22%5BAuthor%5D

48

IATSYNO, A.l.; BELOVA, L.F.; LIPKINA, G.S.; SOKOLOV, S.Y.A.,; TRUTNEVA, E.A.
Pharmacology of Calenduloside B — A new terpene glycoside obtained from the roots of
Calendula officinalis. Farmakologiia i Toksikologiia, v. 41, p. 550-560, 1978.

JAHN, A.lL; GUNZEL, P.K.H. The value of spermatology in male reproductive toxicology:
do spermatologic examinations in fertility studies provide new and additional information

relevant for safety assessment? Reproductive Toxicology, v. 11, n. 2-3, p. 171-78, 1997.

KANEKO, J. J. Clinical biochemistry of domestic animals. San Diego: Academic Press,
1997.

KUSTER, R.M; ROCHA, L.M. Cumarinas, cromonas e xantonas. In: C.M.O. SIMOES, E.P.
SHENKEL, G. GOSMANN, J. C. P. MELLO, L. A. MENTZ, P. R. PETROVICK (org.)
Farmacognosia:da planta ao medicamento. 5% ed. Porto Alegre/Florianopolis: Editora da
UFRGS/Editora da UFSC, p. 247-262, 2003.

LIEBSTEIN, A.M. Therapeutic effects of various food articles. American Medicine, v. 33, p.
33-38, 1927.

MARTIN, D.W.; MAYES, P.A.; RODWELL, V.W. In: HARPER'S Review of
Biochemistry. California: Lange Medical, 1981.

MATOS, F.J.A.; MACHADO, M.I.L.; CRAVEIRO, A.A.; ALENCAR, JW.; BARBOSA-
FILHO, J.M.; CUNHA, E.V.L.; HIRUMA, C. A. Essential oil of Mentha x villosa Huds. from
Northeastern Brazil. Journal of Essential Oil Research, v. 11, p. 41-44, 1999.

MELO, M.F.F.; ZICKEL, C.S. Os géneros Zanthoxylum L. e Esenbeckia Kunth (Rutaceae)

no Estado de Pernambuco, Brasil. Acta Botanica Brasileira, v.18, n. 1, p. 73-90, 2004.

MITRUKA, B.M.; RAMSLEY, H.M. Clinical biochemical and hematological reference

values in normal experimental animals. New York: Masson Publishing, 1977.

PENIDON, A.B.; SILVA, M.W.B. Guia Fitoterapico. Facimp, 2007.



49

REZENDE, H.A.; COCCO, M.I.M. A utilizacao de fitoterapia no cotidiano de uma populacéo
rural. Revista da Escola de Enfermagem da USP, v. 36, n. 3, p. 282-288, 2002.

SPINELLA, M. Psycopharmacology of herbal medicine: plants that alter mind, brain,
and behavior. Massachussets: The MIT, 2001.

STENHAGEN, E.; ABRAHAMSSON, S.; MCLAFFERTY, F.W. Registry of Mass Spectra
Data. J. Wiley & Sons: New York, 1974.

TU, N.T.; THANH, L.X.; UNE, A.; UKEDA, H.; SAWAMURA, M. Volatile constituents of
Vietnamese pummelo, orange, tangerine and peels oils. Flavour and Fragrance Journal, v.
17, n. 3, p.169-174, 2002.

VENDRUSCOLO, G.S.; RATES, S.M.K.; MENTZ, L.A. Dados quimicos e farmacolégicos
sobre as plantas utilizadas como medicinais pela comunidade do bairro Ponta Grossa, Porto
Alegre, Rio Grande do Sul. Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 15, n. 4, p. 361-372,
2005.

VIEIRA, L.S. Fitoterapia da Amaz6nia. Manual de plantas medicinais. A farmécia de Deus.

2% ed. Sdo Paulo: Agrondmica Ceres, 1992.

VIJAYALAKSHMI, T.; MUTHULAKSHMI, V.; SACHDANANDAM, P. Toxic studies on
biochemical parameters carried out in rats with Serankottai nei, a siddha drug-milk extract of

Semecarpus anacardium nut. Journal of Ethnopharmacology, v. 69, n. 1, p. 9-15, 2000.

WAYNFORTH, B.H. Injection techniques. In: experimental and Surgical Techniques in the
Rat. London: Academic Press. 1980.

WRIGHT, P.J.; PLUMMER, D.T. The use of urinary enzyme measurement of direct renal
damage caused by nephrotoxic compound. Biochemical Pharmacology, v. 23, p. 65-73,
1974,


http://www.worldcat.org/search?q=au%3AAbrahamsson%2C+Sixten%2C&qt=hot_author
http://www.worldcat.org/search?q=au%3AMcLafferty%2C+Fred+W.%2C&qt=hot_author
http://www.elsevier.com/locate/biochempharm

50

CAPITULDO II: Avaliacdo do efeito do 6leo essencial do Citrus limon (L.) (Burm) no sistema

nervoso central de camundongos

(Artigo publicado na Revista Brasileira de Farmacognosia)
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RESUMO

Os efeitos anticonvulsivantes e depressores do Sistema Nervoso Central (SNC) do oleo
essencial de C. limon foram investigados em modelos animais. A administragdo subcronica do
6leo essencial de C. limon (50, 100 e 150 mg/kg) por via oral (v.0.) durante 30 dias em
camundongos, produziu uma reducéo significante da atividade locomotora dos camundongos
no teste da atividade locomotora espontanea, quando comparados com o grupo controle. O
6leo essencial de C. limon, administrado diariamente durante 30 dias na dose de 150 mg/kg
(v.0.), produziu um déficit na coordenagdo motora dos animais e reduziu significativamente
(p<0,05) o tempo de permanéncia na barra giratoria do aparelho de “rota-rod”. Na avaliagdo
da atividade anticonvulsivante o 6leo essencial de C. limon (100 e 150 mg/kg, v.0.)
administrado durante 30 dias aumentou significativamente (p<0,01) a laténcia e reduziu as
crises convulsivas induzidas pelo pentilenotetrazol (PTZ). Estes efeitos foram revertidos pela
administracdo do flumazenil, um antagonista seletivo dos receptores GABAérgicos.
Adicionalmente, o 6leo essencial de C. limon, na maior dose administrada durante 30 dias, foi
capaz de promover um aumento (p<0,001) da laténcia para o desenvolvimento de convulsdes
induzidas pela picrotoxina (PIC). A partir destes resultados pode-se sugerir que o OECL
exerce um efeito depressor sob 0 SNC e anticonvulsivante em camundongos que precisam ser
mais bem investigado.

PALAVRAS-CHAVE: Anticonvulsivante, Camundongos, C. limon, GABA, Oleo essencial.
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ABSTRACT

The central nervous system (CNS) depressant and anticonvulsant activities of C. limon
essential oil (EO) were investigated in animal models. The EO (50, 100 and 150 mg/kg)
injected by oral route (p.o.) during 30 days in mice caused a significant decrease in the motor
activity of animals when compared with the control group, and the dose of 150 mg/kg
administered during 30 days significantly reduced the remaining time of the animals on the
Rota-rod apparatus. Additionally, C. limon essential oil was also capable to promote an
increase of latency for development of convulsions induced by pentylenetetrazole (PTZ). The
administration of FLU (10 mg/kg, i.p.), GABAAa-benzodiazepine (GABA-BZD) receptor
antagonist, antagonized the effect of C. limon essential oil at higher dose administered during
30 days. This C. limon essential oil administered during 30 days was also capable to promote
an increase of latency for development of convulsions induced by picrotoxin (PIC) at higher
dose. In the same way, the anticonvulsant effect of the EO was affected by pretreatment with
flumazenil, a selective antagonist of benzodiazepine site of GABAA receptor. These results
suggest a possible CNS depressant and anticonvulsant activities in mice that needs further
investigation.

KEYWORDS: Anticonvulsant, Mice, C. limon, GABA, Essential oil.
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INTRODUCAO

O limédo [Citrus limon (L.) Burm] exibe muitas substancias quimicas importantes
como &cido citrico, &cido ascorbico, minerais e compostos fendlicos, como flavonoides. Além
disso, suas propriedades bioldgicas tém sido sempre associadas ao seu conteddo de vitamina
C, e foi recentemente demonstrado que os flavondides e outros nutrientes e ndo-nutrientes
(vitaminas, minerais, fibras alimentares, 6leos essenciais e carotenodides) desempenham um
papel fundamental nestas propriedades (BENAVENTE-GARCIA et al, 1997,
ELANGOVAN et al., 1944). Portanto, seus efeitos na promocdo da salde, como obesidade,
diabetes, reducdo de lipidios no sangue, doencas cardiovasculares, distarbios cerebrais e
certos tipos de canceres, tém sido associados com seu conteldo, especialmente a vitamina C e
flavonoides, devido as suas caracteristicas antioxidantes naturais (MONFORTE et al., 1995;
MIYAKE et al., 1997; MIYAKE et al., 1998; RICE-EVANS et al., 1997; TANAKA et al.,
1996).

Algumas plantas medicinais sdo reconhecidas por causarem atividades no Sistema
Nervoso Central (SNC), e, para isso, sdo utilizadas para afec¢des cronicas ligadas a este
Sistema, como a ansiedade, a depressdo ou a epilepsia, que ndo reagem bem aos tratamentos
convencionais (CARLINI, 2003). Assim, o 6leo essencial do C. limon pode possuir um papel
modulador no tratamento de doencas neurodegenerativas, uma vez que Seus compostos
fenolicos podem interromper processos oxidativos celulares no SNC (RICE-EVANS et al.,
1997). Os efeitos do 6leo essencial das folhas do C. limon no SNC ainda ndo foram
determinados, portanto, seria importante a realizacdo destes estudos para esclarecer seu
mecanismo de acdo cerebral.

Preliminarmente, foi realizada uma triagem comportamental com o fruto de limédo que
demonstrou que o mesmo promove o sono na deméncia (WOLFE; HERZBERG, 1996),
aumentando o comportamento motivacional e melhorando o comportamento perturbado
(BROOKER et al., 1997). Além disso, Nguyen e Paton (2008) demonstraram um efeito
antinociceptivo do limdo em testes inespecificos e especificos, uma vez que o envolvimento
do C. limon nas propriedades do SNC ainda ndo sdo compreendidas, decidimos avaliar as

atividades de 6leo essencial do C. limon (OE) em camundongos.
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MATERIAL E METODOS

Drogas

As drogas utilizadas foram: pentilenotetrazol (PTZ), picrotoxina (PIC), monooleato de
polioxietileno-sorbitan (Tween 80) adquiridos pela Sigma (EUA), flumazenil (FLU) e
diazepam (DZP) de cristalia (Brasil). Os agentes foram administrados oralmente (v.0.) ou

intraperitonealmente (i.p.) e administrados em uma dose de 0,1 ml/10 g.

Material vegetal e extracao do 6leo essencial

O material vegetal foi coletado em fevereiro de 2010, na cidade de Picos, Estado do
Piaui, Brasil, e depositado no Herbéario Graziella Barroso, da Universidade Federal do Piaui
com o numero 26.453. Amostras de 0leos essenciais das folhas da C. limon foram preparadas
pelo Laboratério de Quimica, UFPI (MATOS et al., 1999).

As folhas de C. limon foram secas em estufa com renovacdo e circulagdo de ar
(modelo MA-037/18) a 40 °C até a completa desidratacdo. O 6leo essencial foi obtido por
hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger utilizando 1.100 g de folhas secas. O 6leo obtido
foi seco com sulfato de sodio anidro, produzindo rendimentos de 0,32% (v/w). A analise por
GC-MS foi realizada em um sistema GC-17A / MS QP5050A - GC/MS (Modo EI de 70 eV,
com temperatura da fonte de 270 °C, e massa variando entre 43-350 amu). As condicdes de
operacdo foram as seguintes: DB-5HT (J & W Scientific, 30 m x 0,25 mm de didmetro x 0,10
espessura mm); hélio como gas de arraste, vazdo de 1,0 mL min-1 e com taxa de divisdo de
1:30, a partir de 60 °C (2 min.) a 180°C em 4 °C/min e depois de 180 °C (4 min) a 260 °C em
10°C/min, com uma retencdo final de 10 min a 260 °C. A identificacdo de cada composto foi
determinada pela comparacdo entre o seu indice de retencdo em relacdo ao Cg—Cyo n-alcanos
(Fluka Analitica, 1,0 mL da Solucdo Padrdo de Alcano), bem como de seus espectros com a
base de dados Wiley 275 L (ALENCAR et al, 1984; 1990). A retencdo de dados (indices de
retencdo) foi comparada com os da literatura (ADAMS, 2007; STENHAGEN et al, 1974).

Animais

Foram usados camundongos Swiss, machos (25-30 g), com idade de dois meses. Os
animais foram escolhidos aleatoriamente e alojados em gaiolas apropriadas a 26 + 1 °C até
12h de ciclo claro/escuro com acesso a alimentacdo (Purina®) e agua ad libitum. Todos os

experimentos foram realizados as 8h00 da manhd em uma sala silenciosa. Os protocolos
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experimentais e procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentaco
com Animais da Universidade Federal do Piaui (CEEA / UFPI # 44/09)

Efeitos comportamentais

A triagem comportamental dos camundongos (n = 7 por grupo) foi realizada seguindo
0s parametros descritos por Almeida e colaboradores (1999). Os camundongos foram tratados
durante 30 dias por via oral com o 6leo essencial C. limon (50, 100 e 150 mg/kg). Apos a
ultima dose do tratamento de 30 dias, foi observada a presenca dos seguintes sinais gerais de
toxicidade: prostracdo, piloerecdo, contor¢es, aumento da evacuagdo, grooming, sedacéo,
dispnéia, analgesia e ptose palpebral.

Atividade locomotora

Os camundongos foram divididos em quatro grupos de sete animais cada e foram
tratados por via oral durante 30 dias com veiculo (salina / Tween 80 0,05%; grupo controle)
ou OE (50, 100 e 150 mg/kg). A atividade locomotora espontanea dos animais foi observada
em uma gaiola (50 cm x 50 cm x 50 cm) ap6s a Gltima dose do tratamento durante 30 dias
(ASAKURA et al., 1993).

Teste de Coordenagdo Motora (Teste do rota-rod)

O dispositivo de Rota-rod (AVS ®, Brasil) (Figura 1) foi utilizado para a avaliacdo da
coordenacdo motora (PEREZ et al., 1998). Inicialmente, os camundongos capazes de
permanecer sobre a barra giratéria do Rota-rod por mais de 180 s (9 rpm) foram selecionados
24 h antes do teste. Trinta minutos depois da ultima dose do tratamento de 30 dias com o 6leo
essencial do C. limon (50, 100 e 150 mg/kg, v.0.), veiculo (salina/Tween 80 0,05%; grupo
controle) ou diazepam (DZP, 2.0 mg/kg, i.p), cada animal foi testado no aparelho de “rota-
rod” e registrado o tempo que cada um permaneceu na barra até um tempo final de 180

segundos.

Convulsdes induzida por Pentilenotetrazol (PTZ)

PTZ (60 mg/kg, i.p.) foi usado para induzir convulsdes clonicas (SMITH et al., 2007).
Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n=7 por group), O primeiro grupo
correspondeu ao controle e recebeu veiculo (salina/Tween 80 0,5%), enquanto o segundo
grupo foi tratado com diazepam (DZP, 2,0 mg/kg, ip). Os demais grupos foram tratados

diariamente, durante 30 dias, com oleo essencial de C. limon (50, 100 e 150 mg/kg, v.0.).
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Apos a Ultima dose do tratamento de 30 dias com OE, estes camundongos foram tratados com
PTZ (i.p.) em uma dose Unica de 60 mg/kg (i.p.). A laténcia e a porcentagem de inibicdo de
convulsdes clonicas de inibicdo foram registradas durante 24 h. A taxa de mortalidade foi

observada durante o periodo de 24 h apds a administracao de PTZ.

Figura 1 — Equipamento de rota-rod

Efeitos do flumazenil nas convulsdes induzidas po PTZ

Foi investigado o efeito do flumazenil, um antagonista do receptor seletivo
benzodiazepinico GABAA (GABA-BZD), na atividade anticonvulsivante do 6leo essencial de
C. limon. Nos grupos experimentais, 0os camundongos foram pré-tratados com flumazenil
(FLU) (10 mg/kg, i.p.), 30 min antes da Gltima dose do tratamento de 30 dias com OE (150
mg/kg, v.0.) ou drogas padrdo (DZP, 2,0 mg/kg, i.p.). Apls esses tratamentos, 0S
camundongos foram tratados com uma dose Unica de 60 mg/kg (i.p.) de PTZ (FILE;
PELLOW, 1986). A atividade anticonvulsivante do OE e DZP em camundongos pré-tratados
com FLU foi avaliada em modelo de PTZ.

Convulséo induzida por Picrotoxina (PIC)

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 7 por grupo), 0 grupo controle
recebeu veiculo (salina/Tween 80 0,05%) e o grupo padrao foi tratado com diazepam (DZP, 2
mg/kg, i.p.). Os demais grupos foram tratados diariamente, durante 30 dias com 50, 100 e 150
mg/kg de bleo essencial (v.0.). Os camundongos foram tratados com uma dose Unica de PIC
(8 mg/kg; i.p.), 30 min depois da ultima dose do tratamento com OE durante 30 dias.

Imediatamente ap0s a administracdo do agente convulsivante, os camundongos foram
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colocados individualmente em caixas plasticas e observados durante 24 h de acordo com o
tempo de inicio da convulsdo clbnica (laténcia), porcentagem de convulsBes clbnicas e
mortes. A incidéncia de mortes foi observada até 24 h apos a injecdo de PIC (LEHMANN et
al., 1988; BUM NGO et al., 2001).

Anédlise Estatistica

Os dados foram avaliados por meio da analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
t-Student-Neuman-Keuls. A incidéncia (%) de convulsdes clénicas ou ténico-clbnicas, assim
como a taxa de mortalidade foi avaliada pelo Teste de Fisher's. As diferengas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

RESULTADOS
Constituintes do 6leo essencial de C. limon

A analise por GC-MS mostrou uma mistura de monoterpenos, sendo limoneno
(52,77%), acetato de geranil (9,92%) e trans-limoneno-0xido (7,13%) os principais

constituintes do 6leo essencial do C. limon (Tabela 1).

Tabela 1 — Substancias quimicas e indices de retencdo dos constituintes do 6leo essencial de

C. limon.

RT (min)? Compostos” (%) IKE
4.785 Limoneno 52,77 1025.5
6.365 Linalool 1,73 1100
7.137 cis-oxido-limoneno 2,68 1129.3
7.253 trans-oxido-limoneno 7,13 1133.7
7.686 Citronellal 2,77 1150
10.141 Neral 6,85 1238.5
11.030 Geranial 5,49 1268.9
13.062 NI 6,62 1337.8
13.857 Nerol 4,04 1363.3
14.441 Acetato de geranil 9,92 1384.2

Total identificado 93,38

NI=Nao identificado.
®Tempo de Retencdo.

® Compostos listados de acordo com ordem de eluicéo de uma coluna DB-5MS.
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® Indices de Kovats foram calculados contra n-alcanos (C9-C18) em uma coluna DB-5MS.

Efeitos Comportamentais

O oleo essencial do C. limon nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg (v.0.) mostrou
mudangas comportamentais em animais durante 30 dias de tratamento: diminui a atividade
espontanea, ptose palpebral, ataxia, analgesia e sedacdo. As mudangas comportamentais

foram mais evidentes no segundo dia de tratamento.

Atividade locomotora

Nas doses de 50, 100 ou 150 mg/kg de Oleo essencial de C. limon administrado
durante 30 dias houve uma diminuicdo significativa de 28, 29 e 79% na atividade locomotora
(nimero de cruzamentos), quando comparado ao grupo controle (p<0,001), respectivamente
(Figura 2). A dose de 150 mg/kg de 6leo essencial de C. limon administrado durante 30 dias
causou diminuicdo significante de 57 e 56% na atividade locomotora, quando comparado com
OE 50 (p<0,001) e OE 100 (p<0,001), respectivamente (Figura 2). Diazepam (2 mg/kg, i.p.)
causou diminuicdo significativa de 81% na atividade locomotora (nimero de cruzamentos),

quando comparado ao grupo controle (p<0,001).
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Figura 2 — Efeitos do 0leo essencial de C. limon (OE, 50, 100 e 150 mg/kg, v.0.) ou diazepam
(DZP, 2,0 mg/kg, i.p.) na atividade locomotora de camundogos. Os parametros avaliados
foram o namero total de atividades de cruzamentos na gaiola. Os valores foram expressos
como a média = E.P.M do nimero de camundongos usados nos experimentos (n = 7 por
grupo). ®p<0,001 (Teste de Fisher) comparado com o controle; "p<0,001 (Teste de Fisher)
comparado com o grupo OE 50; “p<0,001 (Teste de Fisher) comparado com grupo OE 100.
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Coordenacgao motora (Teste Rota-rod)

Ap0s administracdo da dose de 150 mg/kg (v.0.) de 6leo essencial de C. limon durante
30 dias, foi realizado o teste de coordenagdo motora, no qual, 0 tempo que 0s animais
permaneceram sobre o aparelho Rota-rod foi significativamente reduzido em 30% (Figura 3).
Na dose de 150 mg/kg de OE administrado durante 30 dias causou diminuicdo significativa de
28 e 27% do tempo de permanéncia dos animais sobre o aparelho Rota-rod, quando
comparado com OE 50 (p<0,001) e OE 100 (p<0,001), respectivamente (Figura 3). O
diazepam (2 mg/kg, i.p.) causou diminuicdo significativa de 56% do tempo de permanéncia

dos animais sobre o aparelho Rota-rod, quando comparado ao grupo controle (p<0,001).

! 200 _ 1 Veiculo
o T =3 OE 50 mg/kg
g a,b,c % OE 100 mg/kg
%.g o BN OF 150 mg/kg
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=g

o

o
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Figura 3 — Tempo (s) observado sobre a barra giratéria no teste do Rota-rod em
camundongos apds o tratamento via oral com veiculo (controle), 6leo essencial de C. limon
(OE, 50, 100 e 150 mg/kg, v.0.) ou DZP (2,0 mg/kg, i.p.). A resposta motora foi registrada
para os 180 s seguintes apds o tratamento com a droga. Os valores foram expressos como a
média £ E.P.M do nimero de camundongos usados nos experimentos (n = 7 por grupo).
p<0,001 (Teste de Fischer) em relacdo ao controle; °p<0,001 (Teste de Fischer) em

comparagcéo ao grupo OE 50; °p<0,001 Teste de Fischer) em comparagdo com OE grupo 100.

Atividade anticonvulsivante

A tabela 2 demonstra que PTZ induziu convulsbes clénicas em 100% dos
camundongos no grupo controle. O o6leo essencial de C. limon (50, 100 e 150 mg/kg, v.0.)
administrado durante 30 dias retardou de forma significativa o inicio das convulsdes tonicos
induzida por PTZ. O 6leo essencial C. limon (150 mg/kg, v.0.) administrado durante 30 dias

protegeu 85% (p<0,001) de camundongos contra a convulsdo e reduziu em 60% a taxa de
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mortalidade induzida por PTZ (p<0,001). O diazepam (2 mg/kg, i.p.) protegeu completamente
0s animais contra a convulséo tonica induzida por PTZ.

Como pode ser visto na Tabela 2, a administracdo de FLU (10 mg/kg, i.p.)
antagonizou o efeito do o6leo essencial de C. limon (150 mg/kg, v.0.) administrada durante 30

dias e DZP (2 mg/kg, i.p.) no prolongamento da laténcia da convulséo.

Tabela 2 - Efeitos do 6leo essencial de C. limon (OECL) nas convuls@es induzidas por PTZ

em camundongos.

Tratamento Laténcia % Inibicéo de % Inibicao de
) Convulsado Morte
Veiculo - 126,3 £ 119 0 0
OE 50 50 229,0 + 22,62 0 0
OE 100 100 345,8 + 38,0° 10 20°
OE 150 150 552,5 + 33,5° 85! 40°
OE + FLU 150 + 10 241,8 + 38,9 0 15°
DZP 2 852,9 + 10,0° 100° 100°
DZP + FLU 2+ 10 161,2 + 15,2 0 15

Os valores foram expressos com a média + E.P.M do nimero de camundongos (n = 7 por
grupo). °p<0,05 (ANOVA seguido de Testes t-Student-Neuman-Keuls) em relacdo ao
controle; °p<0,01 (ANOVA seguido de Testes t-Student-Neuman-Keuls) em relacdo ao
controle; °p<0,001 (ANOVA seguido de Testes t-Student-Neuman-Keuls) em relagdo ao
controle; 9p<0,001 (Teste de Fisher) em relagdo ao controle; ®p<0,05 (Teste de Fisher) em

relacdo ao controle.

Quando administrado, somente em altas doses, por via oral, o 6leo essencial de C.
limon (150 mg/kg, v.0.), aumentou a laténcia para convulsdes e reduziu a taxa da mortalidade

induzida pela PIC quando comparado ao controle negativo (p<0,001) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Efeitos do 6leo essencial de C. limon (OE) nas convuls@es induzidas por PIC em

camundongos
Tratamento Laténcia % Inibicéo de % Inibicdo de
(s) Convulsédo Morte

Veiculo - 596,2 + 14.5 0 0

DZP 2 1436,0 + 10.0° 100° 100°

OE 50 50 598,5+21.01 0 0

OE 100 100 597,5+45.9 10 10

OE 150 150 1205,9 + 29.3 60° 60°

Os valores foram expressos como a média £ E.P.M do nimero de camundongos usados nos
experimentos (n = 7 por grupo). p<0,05 (ANOVA seguido de Teste t-Student-Neuman-Keuls)
em relacéo ao controle; "p<0,001 (Teste de Fischer) em relagdo ao controle.

DISCUSSAO

Na medicina brasileira popular do Nordeste, C. limon ("Limoeiro") é usado para 0
tratamento de deméncia e danos oxidativos. No presente estudo, as atividades depressoras e
anticonvulsivantes do 6leo essencial das folhas de C. limon foram investigadas em diferentes
modelos animais. Na triagem farmacologica comportamental, os animais tratados com OE
mostraram uma diminuicdo da resposta ao toque, ptose palpebral, ataxia, analgesia, sedacao e
reducdo da atividade motora. Essas mudangas comportamentais sugerem um possivel efeito
depressor sobre o SNC e sdo semelhantes aos das drogas que reduzem a atividade do SNC.
(MORAIS et al., 2004; NETTO et al., 2009; ALMEIDA et al., 1999).

O oleo essencial das folhas de C. limon em altas doses (150 mg/kg) causou uma
reducdo significativa da atividade locomotora dos animais, corroborando com a hipotese de
gue os Oleos essenciais de C. limon reduzem a atividade do SNC (FREIRE et al., 2006;
LEITE et al., 2008; CARLINI, 2003; QUINTANS-JUNIOR et al., 2008).

A reducédo da atividade locomotora pode ser sugerida devido ao efeito inibitorio do
0leo essencial de C. limon no SNC ou devido a uma atividade relaxante muscular. Assim, este
resultado indica que OE pode exibir uma atividade sedativa. Nossa anélise por GC-MS
revelou uma mistura de monoterpenos (limoneno, acetato de geranil e trans-6xido-limoneno)

como principais compostos no OE e que estes podem causar efeitos inibitérios no SNC de
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camundongos observados durante a triagem farmacoldgica comportamental apds 30 dias de
tratamento com OE (PASSOS et al., 2009).

Neste contexto, para avaliar se 0 6leo essencial de C. limon produz incoordenacao
motora foi realizado um teste no aparelho de rota-rod. Mais uma vez, os resultados mostram
que a dose mais alta produz incoordenagdo motora em camundongos. Assim, a incoordenagéo
motora no teste do rota-rod é caracteristica de uma droga que reduz a atividade do SNC,
como ansioliticos, sedativos e hipnéticos (ALMEIDA et al., 1999; OLAYIWOLA et al.,
2007; DALLMEIER; CARLINI, 1981).

O inicio de convulsdo tonico-clonicas produzidas por PTZ foi significativamente
retardada pelo 6leo essencial de C. limon e a incidéncia de mortalidade foi reduzida. De
acordo com Sarro e colaboradores (1999), PTZ pode estar exercendo seu efeito convulsivante
inibindo a atividade do &cido gama-aminobutirico (GABA) nos receptores GABAA. GABA é
o principal neurotransmissor inibitério da epilepsia. O aumento da inibicdo da
neurotransmissdo do GABA freqiientemente atenua e melhora a convulséo, respectivamente
(WESTMORELAND et al., 1994). Por isso, o 6leo essencial de C. limon impediu e retardou a
ocorréncia de convulsdes, e provavelmente, isso tenha sido causado pela ativacdo da
neurotransmisséo gabaérgica (NICOLL, 2001; RANG et al., 2003).

A fim de determinar o papel do receptor GABA-BZD no efeito anticonvusivante do
6leo essencial de C. limon, foi utilizado flumazenil (FLU), um antagonista especifico dos
receptores benzodiazepinicos no complexo receptor GABA-BZD (FILE; PELLOW, 1986).
Camundongos pré-tratados com FLU no modelo de convulsdo induzida por PTZ sugerem que
0 OECL pode facilitar a atividade inibitoria do sistema GABAérgico, provavelmente por meio
de uma acéo agonista competitiva nos receptores GABA. O efeito significante na coordenacgéo
motora, em doses mais elevadas, pode apoiar esta teoria, uma vez que as drogas
GABAEérgicos geralmente sdo sedativas (PEDERSEN et al., 2009).

De acordo com Nicoll (2001), a picrotoxina, um antagonista do receptor GABAA,,
produz convulsdes, bloqueando os canais de ions-cloro ligados a receptores GABAA,
impedindo, assim, a entrada de ions cloreto no cérebro inibindo, consequentemente, a
transmissdo do cérebro (LOSCHER; SCHMIDT, 2006). Portanto, os achados do presente
estudo sugerem que o 6leo essencial do C. limon (150 mg/kg, v.0.) inibiu e/ou atenuou as
convulsdes induzidas pelo PIC de camundongos por interferir com a neurotransmissdo
GABA¢érgica (OLIVEIRA et al., 2001).

Resumindo 0s nossos dados, os resultados sugerem um possivel efeito depressor do

SNC e anticonvulsivante do 0leo essencial de C. limon. Os mecanismos precisos de possiveis
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efeitos comportamentais do 6leo essencial de C. limon ainda ndo foram completamente
esclarecidos, no entanto, o sistema neurotransmissor GABAérgico pode estar envolvido.
Assim, outras investigacdes estdo em andamento para a elucidacdo desse efeito no sistema

nervoso central.
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RESUMO

Estudos anteriores demonstraram que o Citrus limon (L.) Burm (Rutaceae) tem varias funcbes
bioldgicas (antiinflamatorio, antialérgico, antiviral, antimutagénica e anticarcinogénica). No
entanto, o estudo do C. limon sobre o Sistema Nervoso Central (SNC) foi providenciado com
base nos usos tradicionais da medicina popular. Este estudo investigou os efeitos do 6leo
essencial de C. limon (OE) nos niveis de peroxidacéo lipidica, teor de nitrito, concentracao de
glutationa reduzida (GSH), e atividades das enzimas antioxidantes [superdxido dismutase
(SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx)] em hipocampos de camundongos.
Camundongos Swiss foram tratados com a suspensdo de Tween 80 0,05% em &gua destilada
utilizada como veiculo (i.p. grupo controle) e com OE em trés doses diferentes (50, 100, 150
mg/kg, i.p., grupos de OE 50, OE 100 e OE 150, respectivamente). Ap0s o0s tratamentos,
todos os grupos foram observados durante 24 h. A atividade enzimética, bem como a
peroxidacao lipidica, concentracdes de nitrito e GSH no hipocampo dos camundongos foram
medidos através de métodos espectrofotométricos e os resultados comparados com os valores
obtidos do grupo controle. O tratamento com OE de C. limon reduziu significativamente o
nivel de peroxidacdo lipidica e contetido de nitrito, mas aumentou os niveis de GSH e SOD, e
atividades de catalase e GPx no hipocampo de camundongos. Nossos resultados apoiam
fortemente a hipdtese de que o estresse oxidativo no hipocampo pode ocorrer durante doencas
neurodegenerativas, provando que o dano hipocampal induzida pelo processo oxidativo
desempenha um papel crucial em distarbios cerebrais, e ainda implica que um forte efeito
protetor pode ser conseguido usando 6leo essencial de C. limon como um antioxidante.

Palavras-chave: Camundongos, C. limon, Estresse oxidativo; Hipocampo; Oleo essencial.
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ABSTRACT: Antioxidant activity of essential oil of Citrus limon hipocampo in mice.
Citrus limon (L.) Burm (Rutaceae) has been shown in previous studies to have various
biological functions (antiinflammatory, antiallergic, antiviral, antimutagenic, and
anticarcinogenic). However, C. limon study on Central Nervous System (CNS) were provided
based on the traditional uses in folk medicinal. This study investigated the effects of C. limon
essential oil (EO) on lipid peroxidation level, nitrite content, glutathione reduced (GSH)
concentration, and antioxidant enzymes [superoxide dismutase (SOD), catalase and
glutathione peroxidase (GPx)] activities in mice hippocampus. Swiss mice were treated with
the suspension of 0.05% Tween 80, in distilled water used as vehicle (i.p., control group) and
with EO in three different doses (EO 50, EO 100 and EO 150 groups, respectively). After the
treatments, all groups were observed for 24 h. The enzyme activities as well as the lipid
peroxidation, nitrite and GSH concentrations in mice hippocampus were measured using
spectrophotometric methods and the results compared to values obtained from control group.
EO of C. limon treatment significantly reduced the lipid peroxidation level and nitrite content
but increased the GSH levels and the SOD, catalase and GPx activities in mice hippocampus.
Our findings strongly support the hypothesis that oxidative stress in hippocampus can occur
during neurodegenerative diseases, proving that hippocampal damage induced by the
oxidative process plays a crucial role in brain disorders, and also imply that a strong
protective effect could be achieved using essential oil of C. limon as an antioxidant.

Key words: Mice; C. limon; Oxidative stress; Hippocampus; Essential oil.
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INTRODUCAO

O limdo [Citrus limon (L.) Burm (Rutaceae)] tem muitos componentes quimicos
naturais, incluindo acido citrico, acido ascérbico, minerais, flavonoides e terpendides. Embora
as propriedades relacionadas a saude sempre fossem associados ao teor de vitamina C,
recentemente foi demonstrado que os flavonoides também desempenham um papel
fundamental a este respeito. Alguns autores sugerem que os flavondides tém diferentes
funcbes bioldgicas, incluindo atividades antioxidantes, antiinflamatdrias, antialérgicas,
antivirais, antiproliferativas, antimutagénicas e anticarcinogénicas (BENAVENTE-GARCIA
et al., 1997.; ELANGOVAN et al., 1994). Portanto, embora os novos cultivares de Citrus tem
sido selecionados e desenvolvidos principalmente para consumo fresco, as caracteristicas
particulares do seu contetudo de flavonoides levaram a sua utilizacdo em areas de tecnologia
farmacoldgica e de alimentos (DEL RIO et al., 1998; ORTUNO et al., 1997).

O fruto do limoeiro contém muito componentes quimicos naturais importantes,
incluindo compostos fenolicos (flavondides) e outros nutrientes e ndo-nutrientes (vitaminas,
minerais, fibras alimentares, Oleos essenciais, e carotenoides). Os efeitos de promoc¢do da
salde e suas propriedades tém sido associados com o contedo de vitamina C e flavondides,
devido as suas caracteristicas antioxidantes naturais (RICE-EVANS et al., 1997.; TANAKA
et al., 1996). No geral, os limdes, rico em flavondides e terpendides, sdo uma parte muito
importante de uma dieta equilibrada, especialmente pelo seu papel na prevencdo de doencas
(MIYAKE et al., 1998), tais como obesidade, diabetes, reducdo de lipidios no sangue,
doencas cardiovasculares, e certos tipos de cancer (MIYAKE et al, 1997;. MONFORTE et al,
1995). Assim, o 6leo essencial do C. limon (OE) pode possuir um papel modulador no
tratamento de doencas neurodegenerativas, devido seus compostos fendlicos terem o poder de
interromper processos oxidativos celulares no sistema nervoso central (SNC). Os efeitos da
OE de C. limon no SNC ainda ndo foram determinados, portanto, seria importante a
realizacdo destes estudos, a fim de esclarecer seu mecanismo de ag&o cerebral.

Estudos farmacoldgicos com OE de C. limon podem revelar os seus efeitos sobre o
nivel de peroxidacéo lipidica, teor de nitrito, a concentracdo de glutationa reduzida (GSH) e
atividades de enzimas antioxidantes (superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase).
Caso estes efeitos sejam estabelecidos, é possivel justificar o uso deste 0leo essencial em
estudos pré-clinicos e clinicos no tratamento de doengas neurodegenerativas. Assim, 0

objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do 6leo essencial de C. limon sobre o nivel de
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peroxidacdo lipidica, teor de nitrito, a concentracdo de GSH e atividades de enzimas
antioxidantes em hipocampo de camundongos.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

C. limon foi identificado e coletado por Chistiane Mendes Feitosa, em fevereiro de
2010, na cidade de Picos, Estado do Piaui, Brasil, e a sua exsicata depositada no Herbario
Graziella Barroso, da Universidade Federal do Piaui sob o numero do voucher 26.453.
Amostras de 6leo essencial das folhas de C. limon foram preparadas pelo Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais da Universidade (MATOS et al., 1996).

Extracdo vegetal do 6leo essencial de C. limon

Folhas (0,3 kg) de “‘limoeiro’’ foram coletadas no mesmo dia e hora, a partir de
plantas com flores. As amostras de folhas coletadas foram destiladas no vapor por 1 h. E 0s
Oleos obtidos a partir destas folhas foram analisados (Matos et al, 1996) por GC/MS usando
um instrumento GC-17 A/MS-QP505A (Shimadzu), sob as seguintes condic¢Ges: coluna
dimetilpolisiloxano DB-1 coluna capilar de silica fundida (30 mx 0,25 mm); hélio como gas
de arraste, (1 ml/min), temperatura do injetor, 35-180 °C a 4 °C/min, em seguida, 180-250 °C
a 10 °C/min; impacto de espectros de massa de elétrons, 70 eV. Componentes individuais
foram identificados por andlises de espectrometria usando dois computadores de pesquisa em
biblioteca MS, e os indices de Kovacs como um auxiliar de pré-selec¢do. Dados de espectros
de comparacdo de massa da literatura foram usados para confirmacao.

Procedimentos animais

Foram utilizados Camundongos Swiss machos (25-30 g). Todos os animais foram
mantidos a uma temperatura controlada (26 £ 1 °C) e um ciclo de 12 h claro/escuro. O 6leo
essencial foi emulsificado com Tween 80 0,05%. Animais do grupo controle foram tratados
com suspensdo de Tween 80 0,05%, em agua destilada usada como veiculo. Todos o0s
experimentos foram realizados de acordo com o Manual sobre Cuidados e Uso de Animais de
Laboratorio, do Departamento dos EUA de Salde e Servicos Humanos, Washington DC,
1985. O projeto foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio com
Animais, da Universidade Federal do Piaui. Todas as doses sdo expressas em miligramas por

quilograma e foram administrados em um volume de 10 ml/kg injetados via intraperitoneal
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(i.p.). Em um conjunto de experimentos, o tratamento com 6leo essencial ((50 mg/kg (OE 50),
100 mg/kg (OE 100) ou 150 mg/kg (OE 150)) foi realizado oralmente por gavagem, ap0s
suspensdo em Monooleato de polioxietilenosorbitan (Tween 80 - 0,05% v/v em solucédo
salina, Synth, Brasil) em um volume constante de 10 ml/kg. Os camundongos foram tratados
durante 30 dias consecutivos e 24 horas apds a administracdo da droga, os animais foram
sacrificados por decapitacdo, e o hipocampo foi dissecado. Apos a dissecacao, a area foi usada
nas determinac6es do nivel de peroxidacao lipidica, teor de nitrito, concentracdo de glutationa
reduzida (GSH) e atividade das enzimas antioxidantes. Os testes foram executados entre

08h00 e 18h00 em um quarto iluminado com temperatura controlada e som atenuado.

Determinacdo dos niveis de peroxidacao lipidica e teor de nitrito

Para todos os procedimentos experimentais, 10% (w/v) dos homogenatos da area do
cérebro investigados estavam preparados para todos os grupos. Niveis de peroxidacgdo lipidica
nos grupos de OE 50 (n=7), OE 100 (n=7), OE 150 (n=7) e controle (n=10) foram analisadas
por método previamente descrito por Draper & Hadley (1990). Os resultados acima foram
expressos como nmol de malondialdeido (MDA)/g de tecido.

Para determinar o conteudo de nitrito nos grupos OE 50 (n=7), OE 100 (n=7), OE 150
(n=7) e controle (n=10) grupos, os 10% (w/v) foi determinada com base na reagéo de Griess
(GREEN et al., 1981). Os resultados acima foram expressos em nM.

Determinacdo da atividade de superoxido dismutase

O hipocampo foi homogeneizado em 1 mL 0.05 M de tampéo fosfato de sédio, pH
7,0. Concentracdo de proteina foi medida pelo método de Lowry e colaboradores (1951). Os
10% de homogenatos foram centrifugados (800xg, 20 min), e 0s sobrenadantes usados para
ensaio de atividades de superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase.
Atividade da SOD nos grupos de OE 50 (n=7), OE 100 (n=7), OE 150 (n=7) e controle
(n=10) foi testada usando xantina e xantina oxidase para gerar radicais superéxido (FLOHE;
OTTING, 1984). Atividade de SOD nas amostras foi determinada a partir desta curva, e 0s

resultados expressos em U/mg de proteina.

Determinacéo de atividade de catalase

Atividade de catalase foi medida nos grupos de OE 50 (n=7), OE 100 (n=7), OE 150
(n=7) e controle (n=10) pelo método que usa H,O, para gerar H,O e O, (CHANCE;
MAEHLY, 1955). A Concentracdo de proteina foi medida pelo método de Lowry e
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colaboradores (1951). Os resultados foram expressos em mmol/min/mg de proteina
(MAEHLY; CHANCE, 1954).

Determinacéo da atividade de glutationa peroxidase e concentracéo de glutationa reduzida
Glutationa peroxidase foi medida nos grupos OE 50 (n=7), OE 100 (n=7), OE 150
(n=7) e controle (n=10) utilizando o método descrito por Sinet e colaboradores (1975 ) e a
concentracdo de proteina foi medida de acordo com o método descrito por Lowry e
colaboradores (1951). Os resultados foram expressos como mU por mg de proteina.
Concentracdo de GSH foi medida nos grupos OE 50 (n=7), OE 100 (n=7), OE 150
(n=7) e controle (n=10) utilizando o método descrito por Sedlak e Lindsay (1968). O
hipocampo foi homogeneizado em 0,02 M EDTA. Resultados séo expressos em pg por g de

tecido.

Anélise Estatisticas

Os resultados das determinacfes neuroquimicas foram comparados usando ANOVA e
Teste t-Student-Newman-Keuls como post hoc teste, porque esses resultados mostram uma
distribuicdo paramétrica. Em todas as situacdes de significancia estatistica foi alcancado p <
0,05. As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism, versdo 3.00
para Windows, GraphPad Software (SAN DIEGO, CA, EUA).
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RESULTADOS
Analise por GCMS mostrou uma mistura de monoterpenos, entre os quais limoneno
(52,77%), acetato de geranil (9,92%) e trans-limoneno-oxido (7,13%) que foram os principais

compostos do 6leo essencial do C. limon (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo quimica e indices de retencdo dos constituintes do 6leo essencial de

C. limon.
RT (min)? Componentes”
4.785 Limoneno 52,77 1025.5
6.365 Linalool 1,73 1100
7.137 cis-oxido-Limoneno 2,68 1129.3
7.253 trans-oxido-limoneno 7,13 1133.7
7.686 Citronellal 2,77 1150
10.141 Neral 6,85 1238.5
11.030 Geranial 5,49 1268.9
13.062 NI 6,62 1337.8
13.857 Nerol 4,04 1363.3
14.441 Acetato de Geranil 9,92 1384.2
Total identificado 93,38

NI=Né&o Identificado

*Tempo de Retencéo.

®Compostos listados por ordem de eluicdo em uma coluna de DB-5MS

® Indices Kovats foram calculados contra n-alcanos (C9-C18) em uma coluna de DB-
5MS.

Os efeitos do 6leo essencial de C. limon sobre os niveis de peroxidacdo lipidica,
concentragdes de nitrito e concentragdo de glutationa reduzida (GSH) em hipocampo de
camundongos estdo apresentados na Figura 1. A peroxidacao lipidica foi significativamente
diminuida 12, 13 e 27% nos grupos OE 50 [p<0,01], OE 100 [p<0,01] e OE 150 [p<0,01],
guando comparados com os valores correspondentes para 0 grupo controle, respectivamente
(Figura 1). Nenhum animal que recebeu a dose de OE 100 mg/kg [p>0,05] apresentou
alteracdes em nivel de peroxidacéo lipidica, quando comparado com o grupo OE 50. Por sua
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vez, 0 grupo tratado com OE (150 mg/kg) mostrou reducdes de 17 e 15% no nivel de
peroxidacao lipidica, quando comparado com os grupos OE 50 [p<0,01] e OE 100 [p<0,01],
respectivamente.

Comparacdo Post hoc das médias indicaram uma reducdo significativa de 34, 30 e
23% no teor de nitrito de hipocampos de camundongos pré-tratados com EO 150 [p<0,01],
quando comparado ao controle e aos grupos OE 50 e OE 100, respectivamente (Figura 1).
Nos grupos tratados com OE 100 [p<0,01] e OE 50 [p<0,05], uma diminuicdo de 15 e 6% no
teor de nitrito, foi observada no hipocampo de camundongos, quando comparado ao grupo
controle, respectivamente. Além disso, no grupo OE 100 [p <0,01], observou-se uma
diminuicdo significativa de 10% no teor de nitrito no hipocampo de camundongos, quando
comparado ao grupo OE 50.

Concentracdo de GSH néo foi acentuadamente diferente nos grupos OE 100 e OE 50,
qguando comparados com os valores correspondentes para o grupo controle [p>0,05] (Figura
1). No entanto, o grupo tratado com OE (150 mg/kg) mostrou um aumento de 4% na
concentracdo de GSH no hipocampo de camundongos, quando comparado ao grupo controle

[p <0,01].

=
a

P
<

Peroxidacéo lipidica
o
T

mmol de MDA/ g de tecido)

0.0
Controle OECL 50

a,b,c

Conteudo de Nitrito
(nM)

Control



77

1000-
5H D 750-
O o
o )
n S 500
2D
= O
< £ 2501
0 T .
Controle OE 50 OE 100 OE 150
OECL

Figura 1 - Efeitos do 6leo essencial de C. limon no nivel de peroxidacéo lipidica, contetdo de

nitrito e niveis de glutationa reduzida (GSH) em hipocampo de camundongos.

Os valores foram expressos como a média £ E.P.M do nimero de camundongos usados nos
experimentos (n = 7 por grupo). As diferencas de grupos experimentais foram determinadas
por analise de variancia (ANOVA). %p<0,05 em relagdo ao grupo controle de animais
(ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); °p<0,05 em relagdo ao grupo de
OE (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); “p<0,05 em relagdo ao OE 100
grupos (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

A Figura 2 mostra os efeitos do 6leo essencial de C. limon sobre atividades da
superoxido dismutase (A), catalase (B) e glutationa peroxidase (GPx) (C) no hipocampo de
camundongos. A atividade de SOD no hipocampo de camundongos nao foi significativamente
alterada no grupo OE 50 [p>0,05], quando comparado ao grupo controle (Figura 2A).
Comparacdo das médias indicou um aumento significativo de 40, 46 e 28% em atividades de
superoxido dismutase [p <0,0001] no hipocampo de camundongos pré-tratados com OE 150,
em comparagcdo com os grupos controle, OE 50 e OE 100, respectivamente (Figura 2A).
Além disso, a comparacdo das medias indicou um aumento significativo (9 e 14%) na
atividade de superdxido dismutase no hipocampo de camundongos pré-tratados com OE 100
[p <0,0001], quando comparado ao grupo controle e OE 50, respectivamente.

Atividades da catalase no hipocampo camundongos foram significativamente
aumentadas (18 e 29%) nos grupos OE 50 e OE 100 [p<0,01], quando comparado ao grupo
controle, respectivamente (Figura 2B). Comparacdo das médias indicou um aumento

significativo de 59, 36 e 24% na atividade de catalase no hipocampo de camundongos pré-
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tratados com OE 150 em atividades de catalase [p<0,01], quando comparado ao grupo
controle, OE 50 e OE 100, respectivamente (Figura 2B)
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Figura 2 — Efeitos do 6leo essencial do C. limon nas atividades de superdxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase em hipocampo de camundongos.

Os valores foram expressos como a média £ E.P.M do nimero de camundongos usados nos
experimentos (n = 7 por grupo). As diferencas de grupos experimentais foram determinadas
por andlise de variancia (ANOVA). %p<0,05 em relacdo ao grupo controle de animais
(ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); °p<0,05 em relacdo ao grupo de
OE (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste); “p<0,05 em relagdo ao OE 100
grupos (ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste).

Atividades de glutationa peroxidase no hipocampo de camundongos ndo foram
significativamente diferentes nos grupos OE 50 e OE 100 [p>0,05], quando comparado com o

grupo controle (Figura 2C). A comparagdo das médias indicou um aumento significativo de
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10, 9 e 7% em atividades de glutationa peroxidase no hipocampo de camundongos pré-
tratados com OE 150 [p<0,01], quando comparado ao grupo controle, OE 50 e OE 100

grupos, respectivamente (Figura 2C) .

DISCUSSAO

A maioria dos estudos com o 0Oleo essencial foi realizado em outros 6rgéos e sistemas
diferentes do SNC (GOTTLIEB et al., 2006;. VIANA et al., 2000). No presente trabalho, o
nivel de peroxidacdo lipidica, teor de nitrito, a concentracdo de GSH e as enzimas
antioxidantes foram determinados no hipocampo de camundongos ap6s administragdo de OE
de C. limon. Foi examinado se o tratamento com OE (150 mg/kg) diminui o nivel de
peroxidacdo lipidica em hipocampo de camundongos. O cérebro produz continuamente EROS
(CASTAGNE et al., 1999), na auséncia de um mecanismo de defesa eficiente, estes EROS
causam a peroxidacdo dos &cidos graxos poliinsaturados da membrana (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999). O cérebro é particularmente suscetivel a peroxidacdo devido a
presenca simultanea de elevados niveis de acidos graxos poliinsaturados e de ferro
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989), que é o alvo de danos dos radicais livres. Neste
estudo foi registrada uma reducdo do nivel de peroxidacdo lipidica em hipocampo de
camundongos, apés 24 h de tratamento com OE. Isto reflete a diminuicdo no nivel de
TBARS, que pode estar relacionado com sequestrante de radicais livres pelo OE de C. limon.

Tem sido demonstrado que as doencas neurodegenerativas produzem mudancas no
metabolismo do éxido nitrico e interagem com receptores glutamatérgicos para produzir parte
de sua acdo estimulante sobre 0 SNC (DYMOND; CRANDALL, 1976; FREITAS, 2009;
XAVIER et al., 2007). A diminuigdo no conteudo de nitrito, apos pré-tratamento com OE de
C. limon, € mais facilmente explicado como uma consequéncia da inibi¢do da formacdo de
radicais, scavenges de espécies reativas derivadas do oxigénio e produtos de peroxidacdo
lipidica (XAVIER et al., 2007). Aumento de radicais livres e o0s niveis de nitrito elevados
observado na doenca neurodegenerativa pode ser causado pela peroxidacdo lipidica
(FERREIRA et al., 2009; FREITAS et al., 2005).

As atividades de SOD, catalase e glutationa peroxidase pode proteger contra danos
neuronais envolvidos na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas. Tem sido
demonstrado que o tratamento prévio com OE de C. limon (150 mg/kg) produziu um aumento
nas atividades de enzimas antioxidantes no hipocampo camundongos. Este aumento nas

atividades das enzimas antioxidantes, apos tratamento com OE de C. limon, é mais facilmente
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explicado como uma consequiéncia necessaria da inibicdo de formacdo de EROS e pode
induzir a GSH (KUDIN et al., 2004; Michiels et al., 1994).

Resultados de estudos em animais demonstram que o 6leo essencial de plantas
medicinais pode reduzir os danos neuronais causados pelos radicais livres que sdo produzidos
por processo inflamatorio em doengas neurodegenerativas. Um crescente grupo de evidéncias
sugere que a geracdo de EROS podem ser a base dos efeitos neurotoxicos de doencas
neurodegenerativas (BARROS et al., 2007;. LIANG et al., 2007;. MILITAO et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2007). Diversos derivados de produtos vegetais que apresentam atividade
antioxidante direta também estdo sendo mostrados por ter atividade anticonvulsivante
(HSIEH et al., 1999;. MCCORD, 1989). Recentemente, nosso grupo detectou propriedades
antioxidantes do &cido lipdico, a-tocoferol e acido ascorbico em convulsbes induzidas por
pilocarpina em ratos (BARROS et al., 2007;. MILITAO et al., 2010;. SANTOS et al., 2008;.
XAVIER et al., 2007). Diante destes resultados, o presente estudo também investigou se as
acOes antioxidantes do OE de C. limon estariam envolvidas no estresse oxidativo em
hipocampo de camundongos. Para isso, as atividades de enzimas antioxidantes, bem como os
niveis de GSH, nitrito e peroxidacao lipidica foram medidas no hipocampo de camundongos.

Doencas neurodegenerativas desencadeam a ativacdo de fosfolipases, proteases e
nucleases de membrana, que causam a degradacdo de fosfolipidios de membrana, protedlise
de proteinas do citosqueleto e fosforilacdo de proteina (AKBAS et al, 2005;. FREITAS et al,
2003;. OBAY et al ., 2008; ONO et al, 2000). Na verdade, de acordo com esses estudos, um
trabalho recente mostrou que as doencas neurodegenerativas levam a um aumento na
peroxidacdo lipidica e nos niveis de nitrito (FREITAS, 2009;. SANTOS et al, 2010). O
tratamento de animais com (50, 100 e 150 mg/kg) de OE de C. limon preveniu
significativamente a elevacdo da peroxidacdo lipidica e dos niveis nitrito. Sabe-se também
que as doencas neurodegenerativas seguido por um aumento na peroxidacdo lipidica e nitrito
no tecido cerebral pode ser diminuida por substancias com propriedades antioxidantes
(BARROS et al, 2007;. OLIVEIRA et al, 2007.; WALZ et al, 2000). Assim, nossos
resultados sugerem que, pelo menos em parte, as atividades neuroprotetoras do OE de C.
limon sdo, provavelmente, também relacionadas com o seu efeito antioxidante contra a
peroxidacao lipidica em hipocampo de camundongos.

Espécies reativas derivadas do oxigénio, como superoxido, radical hidroxila e
peréxido de hidrogénio (H,O,), sdo normalmente produzidas no cérebro. A conversdo do
H,0, a H,O pode ser feita por catalase e glutationa peroxidase, que envolve a glutationa

reduzida, um co-fator dessa enzima. Quando produzida em excesso, EROS também podem
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causar a inativagdo das enzimas (SHARMA et al., 2007). Na verdade, o presente estudo
mostrou que a atividade da catalase no grupo OE 150 foi significativamente maior que no
grupo controle, demonstrando uma alteracdo nas defesas neuroprotetoras do cérebro. O
tratamento com OE em baixas doses (50 e 100 mg/kg) preservou a atividade de catalase em
niveis normais. Estes achados sugerem que OE de C. limon pode ajudar as células cerebrais a
neutralizar a neurodegeneracdo induzida pelo excesso de producdo de EROS e pelo dano
oxidativo.

GSH é um tripeptideo essencial e um antioxidante endégeno encontrado em todas as
células animais. Ele reage com os radicais livres e pode proteger o cérebro d os radicais
hidréxidos e dos danos dos radicais superdxido (OLIVEIRA et al., 2007). Nossos resultados
demostraram que o tratamento de camundongos com OE de C. limon resultou na diminuicédo
dos niveis de GSH no hipocampo. Curiosamente, o tratamento com OE em doses mais baixas
(50 e 100 mg/kg), ndo produziu alteraces no contetdo de GSH, mas a dose mais elevada (OE
150) promoveu aumento dos niveis de GSH, sugerindo que OE de C. limon poderia,
possivelmente, induzir um aumento da GSH niveis no hipocampo de camundongos. De
maneira semelhante, em estudos anteriores realizados por nosso grupo (FREITAS et al., 2005;
XAVIER et al., 2007; SANTOS et al., 2010), descobrimos que compostos antioxidantes
foram capazes de induzir um aumento nos niveis de GSH no hipocampos de camundongos.

No entanto, o fato do OE de C. limon aumentar os niveis de GSH, evitando a deplecédo
ou induzir sua sintese requer uma investigacdo mais aprofundada. Assim, nossos resultados
estdo de acordo com estudos anteriores que indicam aumento do estresse oxidativo durante
distarbios cerebrais (FERREIRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2007), mas em contraste com
0S ensaios que mostram aumento do estresse oxidativo e diminuicdo da defesa antioxidante
durante terapia anticonvulsivante (DE SOUSA et al., 2007; ONO et al., 2000; VINSON et al.,
2001).

CONCLUSOES

Em um estudo anterior realizado pelo nosso grupo, foi observado atividade
farmacologica do OE de C. limon, em doses de 50, 100 e 150 mg/kg. No presente estudo, a
maior dose de OE de C. limon foi necessaria para a efetiva acdes neuroprotetoras contra o
estresse oxidativo. A toxicidade aguda oral do OE de C. limon ja foi avaliada em
camundongos. Os resultados obtidos e a DL50 (~ 1.732 + 0,1 mg/kg) representaram uma

toxicidade relativamente baixa de OE de C. limon, que foi particularmente relacionados com a
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sua possivel propriedades depressora do sistema nervoso central. Apesar do conhecimento
que a constituicdo de monoterpenos do 6leo essencial sdo muitas vezes considerados como
tendo baixa toxicidade (DE SOUSA et al., 2007; TANAKA et al., 1996), sugerimos que
estudos adicionais sdo recomendados para investigar ainda mais a seguranca do uso do OE de

C. limon em humanos.
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Capitulo 1V: Avaliacédo do potencial efeito neuroprotetor do 6leo essencial de Citrus limon em

hipocampo e corpo estriado de camundongos ap6s convulsdes induzidas por pilocarpina

(Artigo publicado no Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y

Aromaticas)
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Avaliacéo do potencial efeito neuroprotetor do dleo essencial de Citrus limon (L.) Burm
em hipocampo e corpo estriado de camundongos ap6s convulsdes induzidas por

pilocarpina
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RESUMO

As convulsdes podem produzir danos neuronais em diversas estruturas cerebrais. O objetivo
desse estudo foi investigar o potencial efeito neuroprotetor do 6leo essencial de Citrus limon
(OECL) nas alteraces histopatologicas observadas no hipocampo e corpo estriado de
camundongos ap6s convulsao induzida por pilocarpina. Foram utilizados camundongos Swiss
adultos com 2 meses de idade. Os animais foram divididos em 4 grupos. O primeiro grupo foi
tratado com Tween 80 0,05% (grupo controle) e o segundo com pilocarpina (400 mg/kg,
grupo P400). Ja& o terceiro e quarto grupo foram tratados com OECL (150 mg/kg), e 30 min
depois receberam P400 (grupo OECL + P400) ou Tween 80 0,05% dissovido em solucdo
salina 0.9% (grupo OECL), respectivamente. Ap0Os os tratamentos, todos 0s grupos foram
observados durante 24 h e em seguida sacrificados e seus cérebros removidos para as analises
histopatoldgicas. O grupo P400, apresentou convulsdes que progrediram para 0 estado
epiléptico em 75% dos animais. O pré-tratamento com OECL produziu uma reducédo de 25%
nesse indice. Os grupos P400 e OECL + P400 apresentaram 83,33% e 25% de animais com
lesdo cerebral no hipocampo, respectivamente. No corpo estriado dos animais do grupo P400
houve um comprometimento de 75%. Por sua vez, na regido estriatal dos animais do grupo
OECL + P400 foi visto uma reducdo de 58,34% nesse comprometimento. As convulsdes
induzidas pela pilocarpina sdo instaladas pelo sistema colinérgico e produzem dano cerebral.
De acordo com nossos resultados podemos sugerir que o OECL pode modular a
epileptogénese e promover agéo neuroprotetora durante as convulsdes no modelo investigado.

Palavras chave: C. limon; Convulsdo; Corpo Estriado; Histopatologia; Pilocarpina.
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ABSTRACT: Evaluation of neuroprotective potential of Citrus limon essential oil in
hippocampus and striatum of mice after pilocarpine-induced seizures.The seizures can
produce neuronal damage in several brain structures. The aim of this study was to investigate
the potential neuroprotective effect of essential oil of Citrus limon (EOCL) on the
histopathological changes observed in the hippocampus and striatum of mice after seizures
induced by pilocarpine. Adult Swiss mice were 2 months old. The animals were divided into
four groups. The first group was treated with 0.05% Tween 80 (control group) and the second
with pilocarpine (400 mg/kg group P400). The third and fourth group were treated with
EOCL (150 mg/kg) and 30 min after received P400 (P400 + EOCL group) or Tween 80
0.05% dissolved in saline solution 0,9% respectively. After treatment, all groups were
observed for 24 h, then sacrificed and their brains removed for histopathological analysis. The
group P400, presented with seizures that progressed to status epilepticus in 75% of animals.
Pretreatment with OECL produced a 25% reduction in this index. Groups P400 and P400 +
EOCL showed 83.33% and 25% of animals with brain damage in the hippocampus,
respectively. In the striatum of group P400 was a compromise of 75%. In turn, in the striatal
region of group EOCL P400 + was seen a decrease of 58.34% in this neuronal damage. The
seizures induced by pilocarpine are installed by the cholinergic system and produce brain
damage. According to our results we suggest that the EOCL may modulate epileptogenesis

and promote neuroprotective effects during the seizures in the model investigated.

Keywords: C. limon; Seizures; Striatum; Histopathology; Pilocarpine.
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INTRODUCAO

O género Citrus da familia Rutaceae é uma das mais importantes culturas de frutas do
mundo e é consumido principalmente na forma de fruto fresco ou suco devido ao seu valor
nutricional e sabor especial (GUIMARAES et al., 2010). Os beneficios para satde das frutas
citricas tém sido atribuidos a presencga de constituintes bioativos como compostos fendlicos,
vitamina C e carotendides (MARCHAND, 2002). Muitos autores tém verificado atividade
biolégica e as propriedades antioxidantes de O&leos essenciais de plantas medicinais
(SACCHETTI et al., 2005; PROTEGGENTE et al., 2002; VINSON et al., 2001).

H& um consideravel ndmero de plantas aromaticas cujos resultados tem sido
promissores no sentido de obter novos fitoterapicos. Como exemplos pode-se citar os efeitos
anticonvulsivantes e ansioliticos em modelos animais dos extratos das folhas de plantas
medicinais (LIAN et al., 2005, GRUNDMANN et al., 2007; XIU-YAN et al., 2007).
Complementando os achados sobre acdo farmacolégica de plantas medicinais aromaticas,
ensaios pre-clinicos realizados com Thymus broussonetti Boiss demonstraram atividade
ansiolitica no teste da caixa claro e escura (ELHABAZI et al., 2006). De forma semelhante,
foi avaliada a atividade anticonvulsivante dos extratos hidroalcodlicos das cascas do caule de
Erythrina velutina e E. mulungu (VASCONCELOS et al., 2007).

A busca por novas farmacoterapias de plantas medicinais aromaticas para doengas
psiquiatricas progrediu significativamente na década passada. Isto pode ser observado no
grande ndmero de medicamentos a base de ervas (MINH TU et al., 2002; MORA et al.,
2005). Entre as plantas medicinais, o grupo das “aromaticas” tem despertado muito interesse.
Essas espécies possuem substancias odoriferas que tem vérias fungdes (ENAN, 2001;
BAKKALI et al., 2008). Trabalhos tém relatado que os monoterpenos e seus derivados
sintéticos como: a,B-epdxi-carvona, limoneno, citronelol e o a-terpineol apresentam varias
propriedades farmacoldgicas, a saber antinociceptiva, anticonvulsivante e neuroprotetora (DE
SOUSA et al., 2007c; DE SOUSA et al, 2007a; VIANA et al., 2000; DE SOUSA et al.,
2006; DE SOUSA et al, 2007b).

Diante disso, e devido ao crescente nimero de estudos com plantas medicinais
aromaticas para o tratamento de doencas neurodegenerativas; nos resolvemos investigar o
efeito do 6leo essencial extraido das folhas de C. limon no modelo de convulséo induzido por
pilocarpina. A pilocarpina é um agonista colinérgico muscarinico utilizado em modelos
experimentais para reproduzir a fisiopatologia das crises convulsivas e que permite investigar

e identificar novos agentes terapéuticos para o tratamento da epilepsia refrataria (JOPE et al.,
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1986). Estudos anteriores demonstram que a administragdo de pilocarpina, induz o
desenvolvimento de convulsfes, estado de mal epiléptico e lesdo cerebral em roedores
(TURSKI et al., 1989; MARINHO et al., 1997; FREITAS et al., 2003). O inicio das
convulsdes pode ser bloqueado por drogas anticolinérgicas e o bloqueio de receptores
glutamatérgicos impede sua propagacdo e o desenvolvimento de danos cerebrais (JOPE et al.,
1986; MARINHO et al., 1998; MORISETT et al., 1987).

Fazendo uso desse modelo de convulsdes tem-se estudado a severidade e as areas
cerebrais afetadas durante o desenvolvimento das lesdes cerebrais em roedores. No entanto, o
potencial efeito neuroprotetor do 6leo essencial extraido das folhas de C. limon durante a
evolucédo temporal dessas lesdes cerebrais ainda ndo foi completamente estabelecido. De uma
maneira geral, as convulsdes limbicas produzem danos neuronais em diversas areas, causando
perda neuronal em varias estruturas cerebrais (CLIFFORD et al., 1987; HONCHAR et al.,
1990).

Dessa forma, fazendo uso desse modelo de convulséo nos decidimos avaliar se o
potencial efeito anticonvulsivante e neuroprotetor do 6leo essencial das folhas de C. limon em
hipocampo e corpo estriado de camundongos adultos, uma vez que, essas areas tém sido
sugeridas como responsaveis pela instalacdo e propagacdo e/ou manutencdo da atividade
convulsiva induzida por pilocarpina, respectivamente (TURSKI et al., 1983).

MATERIAL E METODOS

Procedimento experimental

Foram utilizados camundongos Swiss adultos (2 meses de idade; machos; n=48), com
peso variando de 20 a 25 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agréarias
da Universidade Federal do Piaui. Durante todos os experimentos, os animais foram mantidos
em gaiolas de acrilico de 30 x 30 x 17 cm® onde foram observados durante 24 h com no
maximo 6 animais, em condi¢es ambientais semelhantes, com ciclo claro/escuro alternado de
12 horas recebendo racdo padrdo tipo Purina e agua ad libitum. Os experimentos foram
realizados de acordo com o guia de cuidados e usos de animais de laboratorio do
Departamento de Saude e Servigos Humanos dos Estados Unidos da América (EUA).

Os animais foram divididos em quatro grupos. O primeiro grupo foi tratado com
Tween 80 0,05% (i.p., n = 12, grupo controle). O segundo grupo foi tratado com pilocarpina
na dose de 400 mg/kg (i.p., n = 12; P400). Ja o terceiro e quarto grupo foram tratados com o

0leo essencial na dose de 150 mg/kg por via intraperitoneal, e 30 min depois receberam
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pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n = 12, grupo OECL + P400) ou Tween 80 0,05% (i.p., n = 12,
grupo OECL), respectivamente. Apds os tratamentos os grupos foram colocados em gaiolas
para observacdo dos seguintes parametros (sinais colinérgicos periféricos (SCP), tremores,
movimentos estereotipados (ME), convulsdes, estado de mal epiléptico (EME) e a taxa de
mortalidade). O grupo P400 foi constituido pelos animais que apresentaram convulsao, estado
epiléptico e que sobreviveram ao periodo de 24 h observacéo.

Estudos histopatolégicos

Apo6s o periodo de observacdo de 24 h, todos os grupos foram sacrificados por
decapitacéo. Seus cérebros foram removidos e fixados em formalina a 10% por 72 h para a
realizacdo das andlises histopatoldgicas. Cortes sagitais, feitos em intervalos de 1 mm, foram
obtidos a partir de um corte inicial préximo aos corpos mamilares. Para o estudo
microscopico, seccdes de 10 p foram feitas, coradas em Hematoxilina - Eosina (HE), e
analisadas com auxilio de um microscopio éptico. As areas cerebrais foram observadas e
classificadas de acordo com as descri¢cdes do Atlas de Paxinos & Watson (1986). O grau de
lesdo foi expresso através de uma escala percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada
hipocampo e corpo estriado analisados de acordo com o método descrito anteriormente
(BUREAU et al., 1994; FERREIRA et al., 1997). A lesédo cerebral foi definida pela presenca
de pelo menos 50% de alteragdo histopatolégica em cada hipocampo e corpo estriado.

Analise estatistica

Para a analise estatistica os resultados ndo paramétricos (percentagens) foram
analisados pelo programa GraphPad Prism versdo 3.00 para Windows, GraphPad Software,
San Diego California USA. Copyright (c) 1994-1999 por GraphPad software utilizando o
teste do qui-quadrado. As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas a

partir de p<0,05.
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RESULTADOS

A tabela 1 demonstra os rendimentos, a composicdo quimica e as percentagens
relativas dos constituintes encontrados no 6leo volatil das folhas de C. limon. Diante disso,
nossos resultados permitiram calcular o rendimento com base na massa das folhas frescas
usadas para extragdo, dessa forma nosso rendimento de 0,29% foi similar ao rendimento
encontrado em trabalhos anteriores para o 6leo volatil obtido das folhas de Citrus (MINH TU,
2002).

Tabela 1: Rendimento da composicao quimica do OECL

indice Kovats

Constituintes

Calculado
Limoneno 1025.5 52,77
Linalol 1100 1,73
cis-oxido-limoneno 1129.3 2,68
trans-oxido-limoneno 1133.7 7,13
Citronelol 1150 2,77
Neral 1238.5 6,85
Geraniol 1268.9 5,49
Nerol 1363.3 4,04
Acetato de Geraniol 1384.2 9,92
Total - 93,38
Rendimento - 0,29

Por sua vez, a tabela 2 apresenta que todos os animais tratados com pilocarpina (grupo
P400, n = 12), apresentaram SCP, ME e tremores. As convulsdes ocorreram em 75% (9) dos
animais, que progrediram para o estado de mal epiléptico (EME) também em 75% (9) dos

animais. A taxa de mortalidade desse grupo correspondeu a 66% (8).
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Tabela 2. Efeito de pré-tratamento com 6leo essencial de C. limon em camundongos durante

as convulsdes limbicas.

SCP ME Tremores Convulsbes Estado Taxa de Numero de
(%) (%) €)) €)) epiléptico mortalidade Animais/grupo
(%) (%)
P400 100 100 100 75 75 66 12
OECL + 100 100 100 50° 50° 25° 12
P400
OECL 00 00 00 00 00 00 12

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL + P400 foi pré-
tratado com o 6leo essencial de C. limon (150 mg/kg, i.p.), e 30 min apds o tratamento
recebeu pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). E o grupo OECL foi tratado com o dleo essencial de C.
limon (150 mg/kg, i.p.). Apds os tratamentos os animais foram observados durante 24 h para a
determinacdo dos sinais colinérgicos periféricos (SCP), movimentos estereotipados (ME),
tremores, convulsdes, estado epiléptico e a taxa de mortalidade. Os resultados dos estudos
comportamentais foram expressos em percentagem. ?p<0,05. (quando comparado ao grupo
P400. Teste do Qui-quadrado).

Os dados apresentados na tabela 2 sugerem que os efeitos produzidos pela estimulagéo
colinérgica periférica ndo sdo bloqueados pelo 6leo essencial de C. limon (OECL) na dose de
150 mg/kg. O pré-tratamento com o éleo essencial (grupo OECL + P400) ndo interfere nos
SCP, ME e tremores induzidos pela pilocarpina. No entanto, produziu um aumento na laténcia
da primeira convulsao e na laténcia da instalacdo do estado epiléptico (dados ndo mostrados).
No mesmo grupo foi visto uma diminuicdo de 25% no namero de animais que convulsionam
e que evoluem para o EME (p<0,05). Foi verificada também uma reducdo na taxa de
mortalidade de 41% (p<0,05). Os grupos tratados somente com solugcdo Tween 80 0,05%
(grupo controle) ou oleo essencial (grupo OECL) ndo apresentaram nenhuma alteracdo
comportamental (Tabela 2).

A tabela 3 descreve as principais alteragdes histopatoldgicas observadas no corpo
estriado de camundongos adultos machos do grupo P400. Por sua vez, nos animais que foram
pré-tratados com OECL, 30 minutos antes da administragdo de pilocarpina houve uma
reducdo de 58,34% no numero de animais com lesdo cerebral, e daqueles que apresentaram

convulsdo e EME foi detectado alteragdo histopatolégica no corpo estriado em apenas dois
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animais (16,66%). Também foi detectada uma redugdo de 42,58% no grau de
comprometimento do corpo estriado no grupo OECL + P400, quando comparado ao grupo
P400. Os grupos tratados somente com solucdo Tween 80 0,05% (grupo controle) ou 6leo
essencial (grupo OECL) ndo apresentaram nenhuma alteracdo histopatologica (Tabela 3). Por
sua vez, a Figura 1 demonstra os efeitos do pré-tratamento com 6leo essencial de C. limon no
corpo estriado de camundongos ap6s convulsdo induzida por pilocarpina.

Ja na tabela 4 as principais mudancas histopatolégicas no hipocampo dos
camundongos adultos do grupo P400 podem ser verificadas. Por sua vez, os animais pre-
tratados com OECL, 30 minutos antes da administracdo de pilocarpina apresentaram uma
reducdo de 58,33% no nimero de animais com lesdo cerebral, e daqueles que apresentaram
convulsdo e EME foi detectado alteracdo histopatoldgica no hipocampo em trés animais
(25%). Também foi detectada uma reducdo de 49,76% no grau de comprometimento do
hipocampo no grupo OECL + P400, quando comparado ao grupo P400. Os grupos tratados
somente com solucdo Tween 80 0,05% (grupo controle) ou 6leo essencial (grupo OECL) nédo
apresentaram nenhuma alteracdo histopatologica no hipocampo (Tabela 4). Além disso, na
Figura 2 os efeitos do pré-tratamento com 6leo essencial de C. limon no hipocampo de

camundongos pode ser verificado ap6s convulsdo induzida por pilocarpina.

Tabela 3. Efeito de pré-tratamento com 6leo essencial de C. limon nas alteracGes
histopatoldgicas estriatais observadas em camundongos adultos ap6s convulsdes induzidas

por pilocarpina.

Alteracdes histopatoldgicas no corpo estriado
Camundongos  Severidade da leséo Numero de animais  NUmero total

com lesdo ) com lesdo / grupo de animais
(%)
P400 75 55,39 + 0,52 09 12
OECL + P400 16,66 12,81 +0,22° 02 12
OECL 00 00 00 12

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL + P400
foi pré-tratado com 0Gleo essencial de C. limon (150 mg/kg, i.p.), e 30 min apo6s recebeu
pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL foi tratado com dleo essencial de C. limon (150
mg/kg, i.p). Apls os tratamentos todos os grupos foram observados durante 24 h. O grau de

comprometimento estriatal (severidade da lesdo) foi expresso como a média + E.P.M. dos
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escores do dano cerebral do nimero de animais com lesdo no corpo estriado. Os animais
foram definidos como tendo lesdo cerebral quando havia pelo menos 50% de
compromentimento no corpo estriado. ®p<0,05, quando comparado ao grupo P400 (Teste do
Qui-quadrado); °p<0,05, quando comprado ao grupo P400 (ANOVA e teste t-Student-
Neuman-Keuls como post hoc teste)

Tabela 4. Efeito de pré-tratamento com Oleo essencial de C. limon nas alteracdes
histopatoldgicas hipocampais observadas em camundongos adultos apos convulsdes induzidas

por pilocarpina.

Alteracdes histopatoldgicas no hipocampo

Camundongos  Severidade da leséio  Numero de animais ~ Numero total

com lesdo (%) com lesdo / grupo de animais
(%)
P400 83,33 59,92 £ 0,23 10 12
OECL + P400 25° 10,16 + 0,51° 03 12
OECL 00 00 00 12

O grupo P400 foi tratado com pilocarpina (400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL + P400 foi pré-
tratado com 6leo essencial de C. limon (150 mg/kg, i.p.), € 30 min apds recebeu pilocarpina
(400 mg/kg, i.p.). O grupo OECL foi tratado com 6leo essencial de C. limon (150 mg/kg, i.p).
Apo6s os tratamentos todos os grupos foram observados durante 24 h. O grau de
comprometimento hipocampal (severidade da lesdo) foi expresso como a média + E.P.M. dos
escores do dano cerebral do numero de animais com lesdo hipocampal. Os animais foram
definidos como tendo lesé&o cerebral quando havia pelo menos 50% de compromentimento no
hipocampo. ?p<0,05, quando comparado ao grupo P400 (Teste do Qui-quadrado); °p<0,05,
guando comprado ao grupo P400 (ANOVA e teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc

teste).
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Figura 1. Efeitos do pré-tratamento com 6leo essencial de C. limon no corpo estriado de
camundongos apos convulsdo induzida por pilocarpina.

A - Auséncia de alteracfes histopatoldgicas no corpo estriado de camundongos adultos
observados por 24 h ap6s administracdo do veiculo - Tween 80 0,05% (dissolvido em solugéo
salina 0,9%), i.p.; n=12, controle) (Hematoxilina — Eosina (HE) - X40);

B - Perda neuronal, gliose, atrofia e degeneracdo no corpo estriado de camundongos adultos
que apresentaram convulsdo, estado epiléptico e que foram sacrificados 24 h apo6s a
administracdo de P400 (400 mg/kg, i.p., n=9) (HE X40);

C - Auséncia de alteracdes histopatoldgicas no corpo estriado de camundongos adultos pré-
tratados com oleo essencial de C. limon (150 mg/kg, i.p.) e que ap6s 30 min receberam
pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=2, OECL + P400) (HE X40).

D - Auséncia de alteracBes histopatoldgicas no corpo estriado de camundongos adultos
observados por 24 h ap6s administracdo de 6leo essencial de C. limon (150 mg/kg, i.p.; n=12,
OECL) (HE X40);
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Todos os grupos foram observados durante 24 h, em seguida eutanasiados para
remocdo dos cérebros para realizacdo dos estudos histopatologicos. O grau de lesdo foi
expresso através de uma escala percentual de 0 (nenhum) a 100 (total) para cada corpo
estriado examinado. Os animais foram definidos como tendo lesdo cerebral quando havia pelo

menos 50% de alteracdo no corpo estriado.

Figura 2. Efeitos do pré-tratamento com o6leo essencial de C. limon no hipocampo de
camundongos apos convulsdo induzida por pilocarpina.

A - Auséncia de alteragdes histopatoldgicas no hipocampo de camundongos adultos
observados por 24 h ap6s administracdo do veiculo - Tween 80 0,05% (dissolvido em solucéo
salina 0,9%), i.p.; n=12, controle) (Hematoxilina — Eosina (HE) - X40);

B - Perda neuronal, gliose, atrofia e degeneragdo no hipocampo de camundongos adultos que
apresentaram convulsdo, estado epiléptico e que foram sacrificados 24 h ap6s a administragcdo
de P400 (400 mg/kg, i.p., n=10) (HE X40);
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C - Auséncia de alteragdes histopatoldgicas no hipocampo de camundongos adultos pré-
tratados com oOleo essencial de C. limon (150 mg/kg, i.p.) e que apds 30 min receberam
pilocarpina (400 mg/kg, i.p., n=3, OECL + P400) (HE X40).

D - Auséncia de alteragbes histopatologicas no hipocampo de camundongos adultos
observados por 24 h ap6s administracdo do 6leo essencial de C. limon (150 mg/Kkg, i.p.; n=12,
OECL) (HE X40).

Todos os grupos foram observados durante 24 h, em seguida eutanasiados para
remocao dos cérebros para realizacdo dos estudos histopatologicos. O grau de lesdo foi
expresso através de uma escala percentual de O (nenhum) a 100 (total) para cada corpo
estriado examinado. Os animais foram definidos como tendo les&o cerebral quando havia pelo

menos 50% de altera¢do no corpo estriado.

DISCUSSAO

Na literatura ha diversos estudos que demonstram as acdes de terpenos carbonilados
sobre 0 SNC. Por exemplo, terpenos do tipo cetona (carvona), aldeido (citronelal), acido
carboxilico (acido kaurenoico) e éster (jasmonato de metila) apresentam significativa
atividade antinociceptiva em roedores (BLOCK et al., 1998). Os terpenos de menor massa
molecular (monoterpenos) sdo encontrados nos Oleos essenciais de diversas plantas
medicinais que exercem atividade farmacologica no SNC. Portanto, no presente estudo
avaliamos os efeitos neuroprotetores e anticonvulsivantes do Oleo essencial de C. limon
constituido de diversos monoterpenos potencialmente psicoativos.

No presente estudo, ndés demonstramos que o OECL reduz o nimero de animais que
apresentam convulsdes e EME induzido por pilocarpina, e também aumenta o indice de
sobrevivéncia dos animais. Alguns estudos tém demonstrado que o Citrus limon apresenta
atividade antioxidante devido a presengca em sua composicdo do acido ascorbico e
flavonoides, sugerindo uma possivel atividade neuroprotetora para o 6leo essencial extraido
de Citrus limon (VINSON et al., 2001; PROTEGGENTE et al., 2002).

Os resultados de muitos estudos demonstram que os antioxidantes exdgenos podem
remover os radicais livres produzidos durante as crises e pelo estado de mal epiléptico
induzido por pilocarpina (BARROS et al., 2007). Nossos resultados sugerem que OECL pode
exercer atividade anticonvulsivante contra as crises e reduzir a freqiiéncia de instalagdo do

estado de mal epiléptico induzido por pilocarpina, como demonstrado pelo aumento na



101

laténcia do inicio das crises convulsivas e pela diminuicdo da taxa de mortalidade dos animais
apos a administracao do estimulo convulsivo.

Dados anteriores evidenciaram que o aumento do contetdo de radicais livres durante
as convulsdes leva a um aumento da concentracdo de glutamato e conseqlientemente hd uma
facilitagdo da propagacdo das convulsfes, bem como do dano neuronal em vérias regides
cerebrais (BARROS et al., 2007). Com os resultados apresentados observa-se que o0 OECL
pode participar do sistema de defesa celular contra as alteragdes histopatoldgicas induzidas
por radicais livres, e conseqlientemente também pode promover alteracdes benéficas em
parametros comportamentais modificados durante convulsdes induzidas pela pilocarpina.

O modelo de epilepsia induzido pela pilocarpina tem sido extensivamente analisado
guanto as mudancas histopatoldgicas. As alteracdes observadas no hipocampo e corpo
estriado reproduzem muitas destas alteracGes observadas em humanos epilépticos, incluindo
perda neuronal e remocdo do tecido de sustentagdo do SNC (GARCIA-CAIRASCO et al.,
1996; HOLMES et al., 2004; MARCHETTI et al., 2005). A literatura registra danos
morfologicos em diversas estruturas cerebrais ap6s convulsdo (KOK, 1997; HOLMES et al.,
2004;). As principais alteracbes sdo o alargamento dos ventriculos, a deformacdo do giro
dentado com moderada dispersdo das células granulares e a perda neuronal em diversas areas
(hipocampo, cortex cerebral, corpo estriado, cortex piriforme, amigdala, talamo, nucleo
subtaldmico, corpo caloso, cortex motor e area septal).

Esses danos neuronais, também foram observados no hipocampo, amigdala, cértex
piriforme, cértex entorrinal, septum lateral, tdlamo, neocdrtex e substancia negra de
camundongos convulsivos (HONCHAR et al., 1983; CLIFFORD et al., 1987) Neste trabalho,
varios animais foram distribuidos para o estudo histopatoldgico, sendo detectada lesdo
cerebral, vacuolizacdo e gliose no grupo P400. Esses dados sugerem que durante o
estabelecimento das convulsdes e o desenvolvimento de alteracBes histopatolégicas ha uma
participacdo direta do sistema colinérgico e, provavelmente uma deficiéncia dos sistemas
antioxidantes cerebrais, uma vez que foi visto um bloqueio dessas lesdes por drogas
anticolinérgicas e uma redugdo no nimero de animais com dano cerebral e na severidade da
lesdo em camundongos pré-tratados com compostos antioxidantes antes da administragdo do
estimulo convulsivo (BARROS et al., 2007; SANTOS et al., 2008; MILITAO et al., 2010;
SANTOS et al.,, 2010). Em nosso estudo as estruturas cerebrais mais afetadas com a
administracdo de pilocarpina foram, em ordem decrescente de severidade da leséo, o
hipocampo, cértex fronto-parietal e entorrinal, seguidos do cortex piriforme, corpo estriado e

substancia negra (dados ndo mostrados).
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Nosso estudo mostrou uma alta percentagem de animais com lesdo cerebral apos
administragdo de pilocarpina. Por sua vez, no grupo dos animais pre-tratados com OECL, 30
minutos antes da administracdo de pilocarpina foi verificado um menor nimero de animais
com leséo cerebral. Além disso, naqueles animais que apresentaram convulsdo e EME foi
detectada alteragdo histopatolégica no corpo estriado em apenas dois deles, sugerindo, assim,
que as lesBes decorrentes do processo convulsivo, podem ocorrer devido a producdo de
radicais livres. Portanto, esses resultados indicam que o uso de compostos antioxidantes
extraidos de plantas medicinais pode apresentar acdo neuroprotetora durante o tratamento das
convulsdes em humanos.

O corpo estriado foi descrito como sendo responsavel pela propagacdo da atividade
convulsiva induzida por pilocarpina. Estudos realizados com drogas antioxidantes
demonstraram um menor indice de lesdes estriatais em animais epilépticos (HONCHAR et
al., 1983; SANTOS et al., 2008). As mudancas histopatolégicas no hipocampo reproduzem
muitas alteracgdes vistas na epilepsia do lobo temporal em humanos, incluindo perda neuronal
e remocdo do tecido de sustentacio do SNC (HOLMES et al., 2004). Nossos dados
concordam com 0s anteriormente descritos, uma vez que observamos degeneracdo neuronal,
gliose, atrofia e vacuolizagdo no hipocampo e corpo estriado de camundongos ap6s
administracdo do estimulo convulsivo. Além disso, foram evidenciados efeitos
neuroprotetores do OECL nas duas areas cerebrais analisadas, por meio da diminui¢do do
namero de animais que apresentam dano cerebral e na reducdo da severidade da les&o.

As convulsdes induzidas por pilocarpina sdo instaladas pelo sistema colinérgico,
enquanto que, a propagagao e o desenvolvimento do dano cerebral devem-se ao aumento da
producdo de espécies reativas derivadas do oxigénio (EROS) e pela estimulagdo do sistema
glutamatérgico. Os compostos antioxidantes extraidos de plantas medicinais podem
apresentam um potencial terapéutico para pacientes epiléticos na protecdo contras as lesdes
cerebrais durante a atividade epiléptica, provavelmente, por meio da remocdo de radicais
livres, pelas mudancgas nas propriedades da membrana celular e, ainda pela estabilizagdo das

funcgdes sinapticas neuronais.

CONCLUSAO

Nossos dados sugerem que OECL pode influenciar a epileptogénese e promover acoes
anticonvulsivantes e neuroprotetoras durante as convulsfes induzidas por pilocarpina.
Entretanto, novos estudos devem ser realizados no intuito de fortalecer os mecanismos de

acao do OECL que justifiquem o seu uso no tratamento clinico de pacientes epilépticos.
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Capitulo V: Efeitos antioxidante e antinociceptivo do dleo essencial do Citrus limon (L.)

Burm em camundongos.
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RESUMO

Algumas espécies Citrus tem um amplo espectro de atividades bioldgicas, incluindo
antibacteriana, antioxidante, antiviral, antifungica, analgésica e anti-inflamatério. InfusGes
preparadas com as folhas do Citrus limon sdo usadas na medicina popular para o tratamento
da obesidade, diabetes, reducdo de lipideos no sangue, doencas cardiovasculares, distarbios
cerebrais e certos tipos de cancer. O objetivo deste estudo € avaliar acBGes antioxidante e
antinociceptiva em testes in vitro e in vivo. Para a atividade in vitro foi realizado ensaio de
espécies reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), a atividade de scavenging contra os
radicais do radical hidroxila e do éxido nitrico (NO) e, para a avaliacdo da atividade in vivo
foi usado camundongos Swiss, machos (25-30 g), com 2 meses de idade os quais foram pré-
tratados com OE de Citrus limon e realizado os seguintes testes: Contor¢6es induzidas por
acido acético, teste da formalina, possivel antagonismo do efeito antinociceptivo do OE por
meio do pré-tratamento com naloxona, teste da placa quente e Teste de Rota-rod. A anélise
estatistica foi realizada por meio da analise de variancia (ANOVA), seguido por testes de
Dunnett’'s e de Tukey. Observou-se que a quantificagdo de TBARS que demonstrou que OE
exerce um efeito antioxidante significativo contra os radicais peréxidos, o OE demonstrou
exercer um efeito significativo sequestrante contra o NO. Por outro lado, o OE tinha um forte

efeito sequestrante contra os radicais hidroxila gerados in vitro, especialmente na maior
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concentragdo. Nos experimentos in vivo pode-se observado que o OE de Citrus limon
apresenta valores significatives nos testes realizados. Nossos resultados demonstram que 0
oleo essencial de Citrus limon exerce uma acdo antioxidante na prevencdo da peroxidagédo
lipidica (provavelmente devido a atividade sequestrante do radical hidroxila) e uma atividade
antinociceptiva.

Palavras-chaves: C. limon, Oleo Essencial, Plantas Medicinais, Antioxidante,

Antinocicepcéo.

ABSTRACT: Antioxidant and Antinociceptive Effects of C. limon Essential Oil in Mice.
Some species of Citrus have a broad spectrum of biological activities, including antibacterial,
antiviral, antioxidant, antifungic, analgesic and anti-inflammatory. Infusions prepared with the
aerial (leaves) parts of Citrus limon are used in folk medicine for the treatment of obesity,
diabetes, blood lipid lowering, cardiovascular diseases, brain disorders and certain types of
cancer. The objective this study is evaluate the in vitro and in vivo antioxidant and
antinociceptive actions. To activity in vitro was performed Thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) assay, Hydroxyl radical-scavenging activity and Scavenging activity of
nitric oxide (NO) e to evaluation of the activity in vivo was used Male Swiss mice (25-30 g),
with 2 months of age and these were pretreated with essential oil of Citrus limon e performed
the following test: Acetic acid-induced writhing, Formalin test, Possible antagonism of the
EO antinociceptive effect by pretreatment with naloxone, Hot plate test and Rota-rod test. The
statistical analysis was performed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by
Dunnett’s and Tukey’s tests. Was observed that the quantification of TBARS demonstrated
that EO exerts a significant antioxidant effect against peroxyl radicals, the EO demonstrated
to exert a significant scavenging effect against NO, but lower concentrations reversed this
NO-inhibiting effect, on the other hand, EO had a strong scavenging effect against hydroxyl
radicals generated in vitro, especially at the highest doses. In the experiments in vivo can been
observed that the EO of Citrus limon presents values significatives in the test performed. Our
results support that the essential oil of C. limon exhibits an antioxidant action in preventing
lipoperoxidation (probably due to hydroxyl radical scavenging activity) and a clear
antinociceptive activity.

Keywords: Citrus limon, Essential Oil, Medicinal Plants, Antioxidant, Antinociception.
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INTRODUCAO

As plantas da familia Rutaceae compreendem 150 géneros com aproximadamente
2.000 espécies, a maior das quais sdo Citrus (cerca de 70 espécies), e Terminalia (cerca de
200 espécies) (KUSTER et al., 2003). Algumas espécies Citrus tem um amplo espectro de
atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana, antioxidante, antiviral, antifungica, analgésica
e anti-inflamatdria (EZZAT, 2001; GUTKIND, 1981; LUZIA; JORGE, 2009).

Plantas medicinais com propriedades terapéuticas tém sido utilizadas desde o inicio
da civilizacdo humana para o tratamento de diferentes doencas, e 0 uso desta estratégia eficaz
para a promogdo da salde humana tem aumentado significativamente nos dltimos anos,
progressos notaveis tém sido feitos sobre o desenvolvimento de terapias naturais. Portanto, ha
uma necessidade urgente de descobrir eficazes e potentes analgésicos e anti-inflamatérios
(CALIXTO, 2000; BARBOSA-FILHO et al., 2006; MELO et al., 2010).

Citrus limon (L.) Burm é uma planta do norte e nordeste do Brasil, conhecida pelo
nome popular de "Limoeiro" (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; ELANGOVAN et
al.,1994). InfusBes preparadas com as partes aéreas (folhas) de Citrus limon sdo usadas na
medicina popular para o tratamento da obesidade, diabetes, dislipidemia, doencas
cardiovasculares, distlrbios cerebrais e certos tipos de cancer (MIYAKE et al., 1997
MIYAKE et al., 1998; MONFORTE et al., 1995; HALIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Radicais livres e espécies reativas derivadas do oxigénio relacionadas sdo fortemente
envolvidas em varios processos patologicos e fisioldgicos, incluindo convulsbes, cancer,
morte celular, inflamacéo e dor (FREITAS et al., 2004; FREITAS et al., 2005; FREITAS et
al., 2009; SANTOS et al., 2010; XAVIER et al., 2010). Muitos produtos naturais exercem
atividades redox significativas, que estdo relacionadas as suas propriedades terapéuticas ou
mesmo efeito desses compostos (GUIMARAES et al., 2010) é essencial tanto para a
compreensdo dos mecanismos potenciais de suas acdes biolégicas como para determinar
possiveis efeitos colaterais toxicos ou nocivos. Considerando a falta de evidéncias
experimentais e investigacdes cientificas sobre possiveis propriedades terapéuticas e/ou redox
de C. limon, o objetivo do presente estudo foi avaliar as propriedades antioxidantes e 0s
possiveis efeitos antinociceptivos do 0leo essencial obtido das folhas de C. limon (OECL).

Inicialmente, pretendemos avaliar as agdes antioxidantes e antinociceptiva in vitro e in
vivo, ja que ndo existem estudos anteriores sobre elas. Mais estudos também estdo em

andamento para analisar e descoberta de provaveis mecanismos de acdo do OECL.
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MATERIAS E METODOS

Material vegetal

O material vegetal foi coletado em fevereiro de 2010, na cidade de Picos, Estado do
Piaui, Brasil, e foi depositada no Herbario Graziella Barroso, da Universidade Federal do
Piaui (UFPI), sob o nimero do voucher 26.453. Amostras de 6leos essenciais das folhas da C.
limon foram preparadas pelo Laboratorio de Quimica da UFPI (MATOS et al., 1999).

Preparacéo do OE

As folhas de C. limon foram secas em estufa com renovacdo e circulagdo de ar
(modelo MA-037/18) a 40 °C até a completa desidratacdo ter sido alcancada. O 6leo essencial
foi obtido por hidrodestilacdo em aparelho tipo Clevenger utilizando 1.100 g de folhas secas.
O oleo obtido foi seco com sulfato de sodio anidro, produzindo rendimentos de 0,32% (v/w).
A anélise por GC-MS foi realizada em um sistema GC-17A/MS QP5050A - GC/MS (70 eV,
temperatura do injetor de 270 °C, 43-350 amu). As condicBes de operacdo foram as seguintes:
DB-5HT (J & W Scientific, 30 m x 0,25 mm i.d. x 0,10 um de espessura de filme); hélio
como gas carreador, vazdo de 1,0 mL min-1 e com razdo de separagdo de 1:30, a partir de 60
°C (2 min.) a 180 °C em 4 °C/min e depois de 180 °C (4 min) a 260 °C em 10° C/min, com
uma retencédo final de 10 min a 260 °C. A identidade de cada composto foi determinada pela
comparacdo entre o seu indice de retencdo em relacdo ao Cg-Cyo n-alcanos (Fluka analitica,
1,0 mL da solucdo Alcano Standard), bem como de seus espectros da base de dados Wiley
275 L (ALENCAR et al., 1984; ALENCAR et al., 1990). A retencdo de dados (indices de
retencédo) foi comparada com os da literatura (ADAMS, 2001; STENHAGEN et al., 1974).

Ensaios de especies reativas com o &cido Tiobarbitarico

Os ensaios TBARS (espécies reativas com o &cido tiobarbiturico) foram utilizados
para quantificar a peroxidacéo lipidica (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990) e este método
TBARS foi usado para medir a capacidade antioxidante do OE usando gema de ovo
homogeneizado como substrato rico em lipidio (GUIMARAES et al., 2010). Brevemente, a
gema de ovo foi homogeneizado (1% wi/v) em 20 mM de tampéo fosfato (pH 7,4), 1 ml de
homogenato foi sonicado e homogeneizada com 0,1 ml de OE em diferentes concentragdes. A
peroxidacao lipidica foi induzida pela adicdo de 0,1 ml de solugdo AAPH (0,12 M). O
controle foi apenas veiculo de OE (etanol 0,1%). As reacGes foram realizadas por 30 min a 37

°C. Apo6s o resfriamento, as amostras (0,5 ml) foram centrifugadas com 0,5 ml de &cido
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tricloroacético (15%) a 1200g x por 10 min. Uma aliquota de 0,5 ml de sobrenadante foi
misturada com 0,5 ml TBA (0,67%) e aquecida a 95 °C por 30 min. Ap6s o resfriamento,
absorbancias da amostra foram medidas utilizando um espectrofotdmetro a 532 nm. Os
resultados foram expressos em porcentagem de TBARS formadas por AAPH sozinho

(controle induzido).

Atividade sequestrante contra o radical hidroxila

A formacdo de OH (radical hidroxila) de reacdo de Fenton foi quantificada usando
degradacdo oxidativa de 2-desoxirribose (LOPES et al., 1999). O principio do ensaio é a
quantificacdo do produto de degradacdo de 2-desoxirribose, malondialdeido, por sua
condensacdo com 2-acido tiobarbitarico (TBA). Resumidamente, as reacOes tipicas foram
iniciados pela adicdo de Fe?* (concentracéo final FeSO4 6 mM) para solugdes contendo 5 mM
de 2-desoxirribose, 100 mM de H,O, e 20 mM de tampé&o fosfato (pH 7,2). Para medir a
atividade antioxidante do OE contra o radical hidroxila, diferentes concentracbes do OE
foram adicionados ao sistema antes da adicdo Fe?*. Reacdes foram realizadas por 15 min em
temperatura ambiente e foram paradas pela adicdo de acido fosférico a 4% (v/v), seguido por
TBA 1% (w/v, em 50 mM NaOH). Solugdes foram aquecidos em banho maria por 15 min a
95 °C, e depois resfriado a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em 532 nm e 0s
resultados foram expressos como equivalentes do MDA formada por Fe** e H,0,.

Atividade sequestrante contra o oxido nitrico (NO)

O oxido nitrico foi gerado a partir da decomposicdo espontanea de nitroprussiato de
sodio em 20 mM tampdo fosfato (pH 7,4). Uma vez gerado NO, ele interage com o oxigénio
para produzir ions nitrito, que foram medidos pela reacdo de Griess (FERREIRA et al., 2008).
A mistura de reacao (1 ml) contendo 10 mM nitroprussiato de sddio (SNP) em tampéo fosfato
e OE em diferentes concentracdes foram incubados a 37 °C por 1 h. Uma aliquota de 0,5 ml
foi retirada e homogeneizada com 0,5 ml de reagente de Griess. A absorvancia do cromoforo
foi medida a 540 nm. A porcentagem de inibicdo do O0xido nitrico gerado foi medida através
da comparacdo dos valores de absorbancia dos controles negativos (apenas 10 mM de
nitroprussiato de sodio e veiculo) e preparacdes para ensaio. Os resultados foram expressos

em porcentagem de nitrito formado por SNP sozinho.

Animais

Camundongos Swiss machos (25-30 g), com 2 meses de idade, foram utilizados ao



114

longo deste estudo, divididos em grupos randomizados (n = 7 por grupo). Os animais foram
aleatoriamente alojadas em gaiolas apropriadas a 26 + 1 °C em um ciclo claro/escuro de 12 h
(06:00-18:00 pm), com acesso livre a alimentacdo (Purina, Sdo Paulo) e agua de torneira.
Protocolos experimentais e procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo com Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI N° 44/09).

Contor¢des induzidas por &cido acético

Este teste foi feito usando o método descrito anteriormente (KOSTER et al., 1959;
BROADBEAR et al., 1994). Inicialmente, os camundongos foram divididos em cinco grupos
(n = 7). Posteriormente, OE (50, 100 e 150 mg/kg), veiculo (salina/tween-80 0,05%; grupo
controle) e morfina (MOR, 5 mg/kg) foram administrados por via oral (v.0.) 60 min antes de
uma injecdo de 0,85% de &cido acético (0,25 ml/animal). Cada animal foi isolado em uma
camara de observacdo individual e 15 min apds a injecdo de &cido acético o numero

cumulativo de contorg6es foi registrado durante 15 min.

Teste de Formalina

Os animais foram divididos em seis grupos (n = 7) e tratados oralmente com veiculo
(controle), OE (50, 100 e 150 mg/kg), MOR (5 mg/kg), e 200 mg/kg de aspirina. Apds 60
min, vinte microlitros de uma solucdo de formalina a 2,5% (0,92% de formaldeido) em um
tampéo fosfato (pH 7,2) foram injetadas na face dorsal da pata traseira esquerda, utilizando
uma agulha de micro calibre 26 (HUNSKAR; HOLE, 1994). A duracdo do tempo que 0
animal passou lambendo a pata foi medida em 0-5 min (primeira fase) e 15-30 min (segunda

fase) apds a administracdo de formalina.

Possivel efeito antagonista antinociceptivo do OE pelo pré-tratamento com naloxona
Camundongos foram pré-tratados intraperitonialmente. (n=7) com 1,5 mg/kg de

naloxona (NAL), um antagonista opioide ndo-seletivo, 15 min antes da administragdo oral do

veiculo (controle), OE (150 mg/kg) ou MOR (5 mg/kg). Posteriormente, o teste de contorgdes

induzidas por &cido acético foi realizado como descrito acima.

Teste da placa quente
Neste teste, foi medida a reagdo de camundongos a estimulos dolorosos. Os animais
foram colocados individualmente na placa de metal aquecida a 52 £ 0,5 °C e cobertos com um

cilindro de vidro (25 cm de altura, 15 cm de didametro). O tempo (s) que decorre a primeira
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resposta de dor (lamber as patas dianteiras ou pular) foi determinado por um cronémetro e,
em seguida, registrado (EDDY; LEIMBACH, 1953). Os experimentos foram conduzidos po
60 min apods a administracdo oral do OE (50, 100 e 150 mg/kg). O efeito do pré-tratamento
com naloxona (1,5 mg/kg, i.p) sobre a antinocicep¢do produzida pelo OE (150 mg/kg) e

morfina (5 mg/kg, i.p.) foi determinada.

Teste Rota-rod

Inicialmente, foram selecionados 24 h antes do teste, os camundongos capazes de
permanecer sobre o aparelho Rota-rod (AVS®, Brasil) mais de 180 s (9 rpm). (OLIVEIRA et
al., 2001). Em seguida, os animais selecionados foram divididos em cinco grupos (n = 7) e
tratados intraperitonialmente com veiculo (controle), OE (50, 100 e 150 mg/kg) e diazepam (3
mg/kg). Trinta minutos depois, cada animal foi testado na rota-rod e o tempo (s) que cada um

permaneceu na barra até 180 s foi registrado ap6s 60 min.

Analise Estatistica

Os dados obtidos foram avaliados por meio da Analise de Variancia (ANOVA),
sequida pelo Teste de Dunnett e Tukey como post hoc testes. Em todos os casos, as diferencas
foram consideradas significativas se p<0,05. A porcentagem de inibicdo por um agente
antinociceptivo foi determinada pelas contor¢des induzidas por acido acético e testes de
formalina usando a seguinte formula: Inibicdo % = 100 x (controle experimental)/controle
(REANMONGKOL et al., 1994).

RESULTADOS
A analise por GC-MS mostrou uma mistura de monoterpenos, sendo limoneno (A)

(52,77%), acetato de geranil (D) (9,92%) e trans-Oxido-limoneno (F) (7,13%) os principais
componentes do dleo essencial das folhas de C. limon (Figura 1).
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Figura 1 — Mistura de monoterpenos constituintes do 6leo essencial das folhas do C. limon

por meio da analise do cromatograma obtido por CG/EM.

Quantificacdo de TBARS demonstrou que OECL exerce um efeito antioxidante
significativo contra os radicais peroxil gerados pelo AAPH, protegendo os lipidios da
oxidacdo, especialmente na maior dose (Figura 2). Trolox (300 puM), um anélogo sintético da
vitamina E, que protege membrana do dano oxidativo in vivo, foi usado como padréo

antioxidante geral para comparacéo.
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Figura 2 — Atividade sequestrante contra a producdo de substéncias reativas com o acido
tiobarbiturico (TBARS) in vitro.
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Um sistema rico em lipidios foi incubado com uma fonte de radicais livres (AAPH) e o efeito
de diferentes concentragdes do OECL sobre a peroxidacdo lipidica foi medida pela
quantificacdo de TBARS. O controle € o meio de incubacdo, sem AAPH; outros grupos
contem AAPH sozinho ou na presenca de diferentes concentracdes de OECL. Trolox foi
usado como antioxidante padrdo. As barras expressam média + E.P.M. ®p<0,001, quando
comparado ao controle; °p<0,001, quando comparado com 1 pg/ml; °p<0,001, quando
comparado a 10 pg/ml; %p<0,001, quando comparado a 100 pg/ml; ®p<0,001, quando em
comparacdo com 1 mg/ml. Foi aplicado a todos os dados o teste one-way ANOVA seguido de

comparacGes maltiplas do Teste de Tukey post hoc teste.

A sequir, foi investigado o potencial antioxidante do OECL contra duas diferentes
espécies reativas in vitro. OECL demonstou exercer um efeito significativo de scaveging
contra 0 NO, mas em concentragdes mais baixas este efeito de inibicdo do NO foi revertido e
levou a um pequeno aumento na producdo de NO, em comparagdo com concentragdes mais

elevadas (Figura 3).

1251

Producéo de Nitrito
(% induzida por SNP)

Controle SNP 1.0pg/ml 10 pg/ml 100 pg/ml 3 mg/m|

OECL

Figura 3 — Atividade sequestrante contra o 6xido nitrico (NO) in vitro

O oxido nitrico é gerado a partir da decomposi¢do espontanea de nitroprussiato de
sodio (SNP) e interage com o oxigénio para produzir ions nitrito, que sdo medidos pela reacdo
de Griess. O grupo de NPS € o nitroprussiato de sodio sozinho, outros grupos denotam a
producdo de nitrito por SNP na presenga de diferentes concentragfes do OECL. As barras
expressam média + E.P.M. ®p<0,001, quando comparado ao controle; °p<0,001, quando

comparado com 1 pg/ml; °p<0,001, quando comparado a 10 pg/mi; %h<0,001, quando
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comparado a 100 ug/ml. Foi aplicado a todos os dados o teste one-way ANOVA seguido de
comparacGes maltiplas do Teste de Tukey post hoc teste.
Por outro lado, OECL teve um forte efeito sequestrante contra o radical hidroxila

gerado in vitro, especialmente nas doses mais altas (Figura 4).
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Figura 4 — Atividade sequestrante contra radical hidroxila (OH) in vitro.

Atividade sequestrante contra o radical hidroxila foi quantificado usando degradacéo
oxidativa in vitro da 2-desoxirribose, que produz malondialdeido por condensacdo com 2-
acido tiobarbiturico (TBA). Sistema de producdo de MDA é degradacdo de 2-desoxirribose
com FeSO,4 e H,0, sozinhos. Outros grupos denotam producdo MDA por FeSO,4 e H,0, na
presenca de diferentes concentracfes de OECL. As barras expressam media + E.P.M.
%p<0,001, quando comparado ao controle; °p<0,001, quando comparado com 1 pg/ml;
‘p<0,001, quando comparado a 10 pg/mi; 99<0,001, quando comparado a 100 pg/ml;
®p<0,001, quando em comparagdo com 1 mg/ml. Foi aplicado a todos os dados o teste one-
way ANOVA seguido de comparac6es multiplas do Teste de Tukey post hoc.

No teste de contor¢do induzido por acido acéetico, o efeito antinociceptivo
representado pela reducdo das contorgdes e demonstrado por OECL nas doses de 50, 100 e
150 mg/kg (3,7 = 0,6, 3,5 £ 0,82 e 2,9 + 0,9, respectivamente) em camundongos foi
semelhante ao de morfina 5 mg/kg (1,6 £ 0,5), uma droga opioide padrdo, quando 0s grupos
foram comparados ao controle (14,6 £ 2,7) (Tabela 1). Foi observado que a naloxona (1,5
mg/kg, i.p.) antagonizou a resposta antinociceptiva da morfina de 1,6 = 0,5 (apenas com o

veiculo) para 11,2 + 1,9 (com o veiculo mais naloxona) no teste de contor¢des induzidas por
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acido acético. Da mesma forma, a naloxona antagonizou o efeito do OECL (150 mg/kg) (10,5
* 1,7) quando comparado ao grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Efeitos do oleo essencial (OECL), morfina (MOR) e naloxona (NAL), em
contorgdes induzidas por acido acético.

Tratamento Dose (mg/kg) Numero de contorcdes % Inibicao
Veiculo - 146 + 2,7 -

OE 50 3,7+0,6% 75
OE 100 3,6 +0,82° 76
OE 150 2,9+0,9*"° 81
OE mais NAL 150 + 1.5 10,5 +1,7%¢ 27
MOR 5 1,6 +0,5° 91
MOR mais NAL 5+15 11,2 +1,9% 23

“Os valores foram expressos como a média + E.P.M do nimero de animais usados nos
experimentos (n = 7).

p<0,01, significativamente diferente do controle. °p<0,01, significativamente
diferente do grupo OECL 50. °p<0,01, significativamente diferente do grupo OECL 100.
9<0,01, significativamente diferente do grupo OECL 150. ®p<0,01, significativamente
diferente do grupo OECL mais NAL. 'p<0,01, difere significativamente do grupo MOR. Foi
aplicado a todos os dados o teste one-way ANOVA seguido de compara¢Ges multiplas do
Teste de Dunnett.

OECL inibiu significativamente a resposta de lambedura para a pata injetada, quando
50, 100 ou 150 mg/kg foram administradas por via oral em camundongos, em comparacao ao
grupo controle (62,0 + 6,2 s) na primeira fase do teste da formalina, de forma dose-
dependente (Tabela 2). No entanto, OECL (100 e 150 mg/kg) inibiu significativamente
(p<0,001) a segunda fase. Como esperado, a morfina (5 mg/kg) também reduziu o tempo de
lambida em ambas as fases deste teste (2,95 + 0,9 s; 3,89 + 0,1 s), enquanto o acido acetil
salicilico (200 mg/kg) reduziu-o somente durante a segunda fase (4,9 + 0,6 s). OECL (50

mg/kg), ndo produziu alteracGes significativas na segunda fase do teste da formalina.
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Tabela 2 — Efeito do 6leo essencial (OE) de C. limon, mofina (MOR) e acido acetilsalicilico

no teste de dor induzido por formalina.

Numero de lambidas (s)

Dose : :
Tratamento 0-5 min 15-30 min
(mg/kg) . — . —
dor % Inibicdo dor % Inibicao

Veiculo - 62,0 + 6,2 - 64,0 + 11,2 -
OECL 50 55,1 + 6,6 11 63,4+9,1 11
OECL 100 39,9 +9,8%P 36 9,1 + 4430 85
OECL 150 11,8 +1,0%P¢ 81 5,2 + 0,4%P¢ 92
MOR 5 2,95+ 0,9° 95 3,89+0,1° 94
Acido acetilsalicilico 200 45,4 + 9,8%¢ 27 49+0,6% 92

"Os valores foram expressos como a média + E.P.M do nimero de animais usados nos
experimentos (n = 7).

%p<0,01, quando comparado ao controle. °p<0,01, significativamente diferente do grupo
OECL 50. °p<0,01, quando comparado ao grupo OECL 100. %p<0,01,quando comparado ao
grupo MOR. (ANOVA seguido de compara¢6es multiplas do Teste de Dunnett.)

Os resultados sugerem que OECL (50, 100 e 150 mg/kg, i.p.) tem um efeito
analgésico central (Tabela 3), como evidenciado pelo prolongamento no tempo de resposta
guando os camundongos foram submetidos a um estimulo nociceptivo durante o teste da placa
quente.

No teste do rota-rod, camundongos tratados com OECL ndo mostraram alteracfes
significativas de desempenho motor com as doses de 50 e 100 mg/kg (dados ndo mostrados).
Como seria de esperar, o diazepam, depressor do SNC (2 mg/kg, i.p.) reduziu o tempo dos
animais tratados no rota-rod depois de 60 min (77,43 + 2,08 s), em comparagdo ao grupo
controle (177,0 + 1,45 s) (p<0,0001). Neste teste, apds 30 dias consecutivos de tratamento
com o Gleo essencial de C. limon apenas no grupo de dose de 150 mg/kg (v.0.) (125,0 + 0,96
s), o tempo de permanéncia dos animais sobre o aparelho Rota-rod foi significativamente
reduzida em 30% (p<0,001).
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Tabela 3 — Efeitos do 6leo essencial de C. limon ou morfina (MOR) no teste de placa quente

na auséncia e presenca de naloxona em camundongos.

Dose Tempo de Reacéo (lambidas das patas traseiras) (s)"

Tratamento
(ma/kg) Basal

Veiculo - 8,5+ 0,87 10,8+0,89  10,9+091  97+1,6
OECL 50 78+0,77°  10,7+068  19,7+045° 14,9+14°
OECL 100 71+0,79*®  109+0,38  13,6+0,93*" 185+1,8%
OECL 150  6,5+0,67*"° 124+0,34*"¢ 122+171*"° 184 +1,0%

OECL+NAL 150+15 92+095° 100+085° 115+085 92+11°
MOR 5 8,1+0,83  21,9+065° 254+145 271+19°

MOR + NAL 5+15 6,8+0,84 8,4 +1,1° 124+123  78+19%

*Qs valores foram expressos como a média £ E.P.M do numero de animais usados nos
experimentos (n = 7).

%p<0,01, significativamente diferente do controle. °p<0,01, significativamente diferente do
grupo OE 50. °p<0,01, significativamente diferente do grupo OE 100. %p<0,01,
significativamente diferente do grupo OE 150. °p<0,01, significativamente diferente do grupo
MOR.. 'p<0,01 significativamente diferente do grupo OE mais NAL. Foi aplicado a todos os
dados o teste one-way ANOVA seguido de comparag¢fes multiplas do Teste de Dunnett.

DISCUSSAO

Os lipidios da membrana séo os alvos mais suscetiveis de ataque de radicais livres e
propagacdo em sistemas bioldgicos (HALLIWELL, 2008). Além disso, os radicais livres e
espécies reativas relacionadas estdo fortemente envolvidas em varios processos patolégicos e
fisiolégicos, incluindo cancer, morte celular, inflamacdo e dor (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; FERREIRA et al., 2008). Assim, foi avaliado o potencial antioxidante
do OECL testando sua capacidade de prevenir o dano oxidativo a lipidios induzidos por uma
fonte de radicais livres in vitro (AAPH).

Portanto, é possivel que o Oleo essencial interaja mais fortemente com tipos
especificos de lipidios, e em um sistema rico em lipidios, como os lipidios no ensaio TBARS
com menor afinidade com 6leo essencial e/ou porcdes hidrofilicas de lipidios anfipaticos séo
mais suscetiveis a ataque de radical, permitindo o inicio da reacdo em cadeia de peroxidacdo
lipidica (GUIMARAES et al., 2010).
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Estes resultados sugerem que a protecdo contra reag0es em cadeia de lipoperoxidacéo
observada em ensaio de TBARS ¢ provavelmente devido a interacdo dos componentes do
OECL conta os radicais hidroxilas, que € uma espécie reativa derivada do oxigénio (EROS),
em vez de NO, que é uma espécies reativas derivada do nitrogénio (ERNS). Embora OECL
tenha demonstrado um efeito de scavenging no NO em determinadas concentragdes, alguns de
seus componentes, provavelmente, aumentam a producdo de NO ou cancelam o efeito de
scavenging contra 0 NO no OECL quando presentes em concentracdes mais elevadas.
Mudangas de antioxidante para efeitos pro-oxidantes contra radicais especificos sdo comuns
quando misturas complexas sdo analisadas, como extratos de plantas, ja que muitos
componentes apresentam diferentes propriedades redox dependendo de suas concentragoes
(GUIMARAES, et al., 2010; FERREIRA, et al., 2008; HALLIWELL, 2008).

Nossos resultados mostram que OECL produziu uma inibicdo dose-dependente do
processo inflamatorio em camundongos, conforme determinado por uma reducéo significativa
nas contorcOes abdominais induzidas por &cido acético. A contor¢do abdominal induzida por
acido acético € um teste padrao, simples e sensivel para medir analgesia induzida por ambos
o0s opidides e analgésicos de acdo periférica (HUNSKAAR; HOLE, 1987). Este teste, além de
ser 0 modelo de antinociceptivo mais adequado para opidides [HAYES et al., 1987; SHAW et
al., 1988), também é comumente empregada como um modelo de dor visceral inflamatoria
(BARBER; GOTTSCHLICK, 1992). Nas contor¢es abdominais induzidas por &cido acético,
a dor é provocada pela injecdo de uma substancia irritante, como &cido acético na cavidade
peritoneal, que produz episddios com caracteristicas de movimentos de alongamentos
(contorcendo-se), e inibicdo do numero de episddios por analgésicos é facilmente
quantificavel (GUIMARAES et al., 2010; MELO et al., 2008). Agéo analgésica central do
o6leo essencial foi sugerida pelo efeito de bloqueio de naloxona, um antagonista especifico dos
receptores opidides morfinomimetico (BELVISI et al., 1998).

A vantagem de usar o modelo de nocicepcdo € que ele pode discriminar a dor em seus
componentes central e periféricos (TJOLSE et al., 1992; QUINTANS-JUNIOR et al., 2010).
O teste consiste em duas fases diferentes separadas no tempo: a primeira é gerada na periferia
por meio da ativacdo de neurdnios nociceptivos pela agédo direta de formalina e a segunda fase
ocorre através da ativagdo dos neurdnios do corno ventral ao nivel da medula espinhal. A
morfina, inibe a nocicepcdo em ambas as fases (SHIBATA et al., 1989), mas as drogas com
acdo periférica, como a indometacina e os corticosterdides inibem apenas a segunda fase.
Além disso, medicamentos como o acido acetilsalicilico e paracethamol, que inibem a sintese

das prostaglandinas, bloquear apenas a segunda fase do teste da formalina (HUNSKAR,;
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HOLE, 1987; ROSLAND et al., 1990). A acdo analgésica apresentada por OECL envolve
componentes supra-espinhais, bem como da coluna vertebral, como demonstra a utilizagéo do
teste da placa quente (YAKSH; RUBI, 1976).

Nossos resultados sugerem que o Oleo essencial de C. limon exibe uma acéo
antioxidante na prevengdo da peroxidagdo lipidica (provavelmente devido a atividade
scavenging do radical hidroxila) e uma evidente atividade antinociceptiva. Talvez, ele exerca
o efeito antinociceptivo por mecanismos inibitorios centrais (sistema de opioides) e que pode
ser devido as alteracbes na coordenacdo motora. Esta atividade anti-inflamatéria do 6leo
essencial pode desempenhar um papel interferindo com a sintese de prostaglandinas, e
também pode envolver mecanismos mediados por redox. Mais estudos estdo em andamento a
fim de permitir-nos a compreender os mecanismos de acdo precisa de 6leo essencial de C.

limon.
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RESUMO

Foi examinado os efeitos sedativo, ansiolitico e antidepressivo de 6leo essencial (OECL) das
folhas de Citrus limon, que tem sido usado como uma das plantas de maior uso da medicina
popular brasileira. Os efeitos do OECL foram demonstrados pelos testes de campo aberto,
labirinto em cruz elevado, rota-rod, tempo de sono induzido por pentobarbital, nado forcado
em camundongos. No teste de campo aberto, realizado apds a administracdo oral de OECL
nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, diminuiu significativamente o nimero de cruzamentos,
grooming e rearing. No teste do labirinto em cruz elevado (LCE), OECL aumentou o tempo
de permanéncia e o nimero de entradas nos bragos abertos. Pelo contrario, o tempo de
permanéncia e o numero de entradas nos bracos fechados diminuiram. No teste do rota rod, o
OECL néo alterou a coordenacdo motora e, portanto, foi desprovido de efeitos quando
relacionado ao controle. No teste do tempo de sono induzido por pentobarbital, o OECL, nas
mesmas doses aumentou significativamente o tempo de duracdo do sono nos animais. O
OECL, nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, ndo mostrou efeito sedativo no teste do campo
aberto, no entanto, estas trés doses foram utilizadas no teste do nado forgado, produzindo uma
diminuicdo no tempo de imobilidade da mesma forma que a imipramina (controle positivo).
Os efeitos antidepressivos de OECL ndo foram alterados pela administracdo prévia de
paroxetina. Além disso, os efeitos da OECL no teste do nado forcado foram totalmente
bloqueados pelo tratamento prévio com reserpina. Em conclusdo, o presente trabalho

evidenciou efeitos sedativos e ansioliticos do OECL que pode envolver uma acdo em
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receptores do tipo benzodiazepinicos, e também um efeito antidepressivo, onde mecanismos

noradrenérgicos e serotoninérgicos provavelmente estdo evnvolvidos.

Palavras-chave: Ansioliticos; Antidepressivo; C. limon; Oleo essencial; Sedativo.

ABSTRACT: Evaluation the sedative, anxiolytic and antidepressant activities of the
essential oil from Citrus limon (Burn) in mice. We examined the sedative, anxiolytic and
antidepressant effects of essential oil (EO) of leaves from Citrus limon, which has been used
as one of the most popular compounds in Brazilian traditional herbal medicine. The effects of
EO were demonstrated by the open-field, elevated-plus-maze, rota rod, pentobarbital-induced
sleeping time, and forced swimming tests in mice. In the open-field test, EO at the doses of
50, 100 and 150 mg/kg, after oral administration, significantly decreased the number of
crossings, grooming, and rearing. In the elevated-plus-maze (EPM) test, EO increased the
time of permanence and the number of entrances in the open arms. On the contrary, the time
of permanence and the number of entrances in the closed arms were decreased. In the rota rod
test, EO did not alter motor coordination and, thus, was devoid of effects, as related to
controls. In the pentobarbital-induced sleeping time test, EO at the same doses significantly
increased the animals sleeping time duration. Since EO, at the doses of 50, 100 and 150
mg/kg, did not show a sedative effect in the open field test, these three doses were used in the
forced swimming test, producing a decrease in the immobility time, similarly to that of
imipramine (positive control). However, the antidepressant effects of EO were not altered by
the previous administration of paroxetine. In addition, effects of EO in the forced swimming
test were totally blocked by reserpine pretreatment. In conclusion, the present work evidenced
sedative and anxiolytic effects of EO that might involve an action on benzodiazepine-type
receptors, and also an antidepressant effect where noradrenergic and serotoninergic

mechanisms will probably play a role.

Keywords: Anxiolytic; Antidepressant; C. limon; Essential oil; Sedative.



132

INTRODUCAO

Pessoas de diferentes regides do mundo tém usado plantas medicinais para aliviar
distdrbios emocionais por muitos anos. Além disso, a busca de novas farmacoterapias de
plantas medicinais para doengas psiquiatricas tem progredido significativamente na Gltima
década (ZHANG, 2004, SANTOS et al., 2008). Um numero crescente de produtos a base de
plantas tem sido introduzido na pratica psiquidtrica, como medicinas alternativas ou
complementares, e também ha um grande numero de medicamentos fitoterapicos, cuja
terapéutica potencial tem sido avaliada em uma variedade de modelos animais (ZHANG,
2004, XAVIER et al. , 2007).

Na verdade, esses modelos tém contribuido para a triagem de novas ferramentas
psicofarmacoldgicas e para a compreensdo de suas atividades biologicas (BULLER,;
LEGRAND, 2001). Muitas dessas ferramentas sdo comumente usadas para avaliar os efeitos
de plantas medicinais para a prevencdo ou tratamento de doencas neurodegenerativas. Eles
tém demonstrado eficacia e seguranca ndo sé em modelos animais, mas também em estudos
clinicos (WONG et al., 1998). No Brasil, varias plantas medicinais sdo utilizadas para aliviar
a ansiedade, insonia e humor deprimido (GOMES et al., 2008).

A andlise por Cromatografia gasosa/espectometria de massa de alta resolugdo do 6leo
essencial de Citrus limon resultou na identificacio de 28 constituintes volateis (CAMPELO et
al., 2011a). Entre eles, mono e sesquiterpenos, como limoneno, linalol, cis- 6xido-limoneno,
trans-Oxido-limoneno, citronelal, neral, geranial, acetato de nerol e geranil foram
componentes predominantes.

A elucidagdo dos componentes ativos encontrados em plantas e seus mecanismos de
acdo central tém sido um grande desafio para a quimica farmacéutica, bioquimica,
farmacologia e industria farmacéutica. As plantas medicinais contém muitos constituintes e
seus 0Oleos essenciais, quando testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes
compostos ativos devido a presenca de diferentes classes ou estruturas que contribuem para a
mesma atividade. Neste estudo, realizado em nosso laboratério, de atividade bioldgica central
de 6leo essencial de C. limon, foram selecionados, bioensaios para detectar os efeitos sobre o
Sistema Nervoso Central (SNC). Os bioensaios foram realizados em modelos animais, a fim
de identificar possiveis efeitos farmacoldgicos do oleo essencial de C. limon, e a partir destes
resultados iniciais, novos experimentos tém sido realizados em relagdo & neuroquimica e o

desenho para o desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos a base de plantas com
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aplicacdo no tratamento de doencas neurodegenerativas, ja que eles afetam uma grande parte
da populacéo.

O presente estudo foi realizado para investigar as possiveis atividades do 6leo
essencial das folhas de C. limon sobre o Sistema Nervoso Central e se ele € capaz de induzir
alteracbes comportamentais em camundongos. Respostas motoras espontaneas foram
monitoradas e os efeitos sedativos, ansioliticos e antidepressivos foram avaliados nos testes de
campo aberto, labirinto em cruz elevado (plus maze), rota rod, tempo de sono induzido por

pentobarbital e nado forcado.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

C. limon foi identificado e coletado por Chistiane Mendes Feitosa, em fevereiro de
2010, na cidade de Picos, Estado do Piaui, Brasil, e a sua exsicata depositada no Herbéario
Graziella Barroso, da Universidade Federal do Piaui com o numero do voucher 26.453.
Amostra do 6leo essencial das folhas de C. limon foi preparada pelo Laboratério de Quimica
de Produtos Naturais da Universidade (MATOS et al., 1996).

Extracdo vegetal do dleo essencial de Citrus limon.

As folhas (300 g) de 'limoeiro’ foram coletadas no mesmo dia e hora, a partir de
plantas com flores. As amostras de folhas coletadas foram destiladas no vapor por 1 h e o 6leo
essencial obtido a partir destas folhas foram analisados por GC/MS usando um instrumento
GC-17 A/IMS-QP505A (Shimadzu), sob as seguintes condic¢des: coluna: dimetilpolisiloxano
DB-1 coluna capilar de silica fundida (30 mx 0,25 mm); gas de arraste, hélio (1 ml/min),
temperatura do injetor, 35-180 °C a 4 °C / min, em seguida, 180-250 °C a 10 °C / min;
impacto de espectros de massa de elétrons, 70 eV. (MATOS et al., 1996) Componentes
individuais foram identificados por andlises de espectrometria usando dois computadores de
pesquisa em biblioteca MS, e os indices de Kovacs como um auxiliar de pré-selecdo. Dados

de espectros de comparacdo de massa da literatura foram usados para confirmacéo.

Animais e testes comportamentais
Foram utilizados camundongos Swiss, machos (25-30 g). Todos os animais foram
mantidos a uma temperatura controlada (26 1° C) e um ciclo de 12 h claro / escuro. Animais

tiveram acesso livre a 4gua e alimentos. Todos 0s testes comportamentais foram conduzidos



134

em condi¢es controladas de temperatura, sons e iluminagdo. Diferentes grupos de
camundongos foram usados para cada tarefa comportamental. Para cada experimento, 0s
camundongos foram divididos aleatoriamente em cinco grupos (7 camundongos por grupo):
um grupo controle tratado com o veiculo, trés grupos tratados com OECL nas doses 50, 100 e
150 mg/kg, respectivamente, e um grupo de referéncia tratado com imipramina 25 ou 50
mg/kg, paroxetina 10 ou 20 mg/kg e reserpina 0,25 mg/kg (nado for¢ado) ou DZP 0,75 ou 2
mg/kg (campo aberto, rota rod, nado forcado). Tratamento com OECL ou veiculo foi
administrado por via oral (v.0.) através de gavagem gastrica (1 mL/kg) durante 30 dias.

A administracdo intraperitoneal (i.p.) com imipramina e tratamento oral com DZP
foram feitos 30 e 60 min antes dos testes, respectivamente, seguindo os esquemas de outros
autores (TADANO et al, 2000;. GRIEBEL et al, 2001;. KULKARNI; DHIR, 2007).

O cuidado dos animais seguiu as orientacBes oficiais governamentais em
conformidade com a Politica de Sociedade e foi submetido ao Comité de Etica em
Experimentagdo com Animais da Universidade Federal do Piaui, Brasil. Todos as substancias
quimicas foram obtidas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Todas as doses sdo
expressas em miligramas por quilograma e foram administrados em um volume de 10 ml/kg

injetados via intraperitoneal (i.p.).

Drogas e reagentes

O dleo essencial (OECL) foi emulsionado com monooleato de polioxi sorbitano
(Tween 80 - 0,05% v/v em solucdo salina, Synth, Brasil) em agua destilada. Diazepam (DZP)
foi adquirido na (Unido Quimica, Brasil) e usado como padrdo. Sulfato de reserpina
(RESERP) foi adquirido da Sigma Chem. Co. (St. Louis, MO, EUA). Imipramina (IMI) e
paroxetina (PAROX) foram comprados da Novartis Biociéncias S.A. (Sado Paulo, Brasil) e
Glaxo Smith Kline Brasil Ltda (Rio de Janeiro, Brasil), respectivamente. Todas as outras

drogas foram de grau analitico.

Protocolo experimental e triagem comportamental

Apbs o tratamento, cada animal foi submetido a uma série de testes na forma descrita
abaixo. Em primeiro lugar, o animal foi observado em uma sala fechada, a temperatura
constante (26x 1 °C). O animal foi entdo colocado dentro de um labirinto e observados por 5
min. Imediatamente apos o teste de labirinto, ele foi colocado em uma area de campo aberto

por 5 min. Depois disso, o animal foi removido para um rota rod onde foi avaliado por 1 min.
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Finalmente, a temperatura foi medida com um termémetro digital. Todos os testes foram
realizados entre 08:00-18:00.

A triagem comportamental dos camundongos foi realizada seguindo os parametros
descritos por Almeida e colaboradores (1999) e os animais foram observados durante 24 h
apos 30 dias de tratamento com OECL de C. limon (50, 100 e 150 mg/Kkg, v.0.). Durante estes
30 dias fori observada a ocorréncia dos seguintes sinais gerais de toxicidade: piloerecéo,
prostracdo, contor¢Bes, aumento da evacuacdo, grooming, grupos distintos, dispnéia, sedacéo,

analgesia e ptose palpebral.

Teste do Labirinto em cruz elevado

O teste de labirinto em cruz elevada (Figura 1) de camundongos de fabricacao prépria
consistiu de dois bracos abertos perpendicular (30 X 5 cm) e dois bragos fechados (30 X 5 X
25 cm) também na posicdo perpendicular (LISTER, 1987). Os bracos abertos e fechados
foram conectados por uma plataforma central (5 X 5 cm). A plataforma e as paredes laterais
dos bracos fechados foram feitas de acrilico transparente. O chéo era feito de acrilico preto. O
labirinto estava a 45 cm acima do chdo. Apos o tratamento, o animal foi colocado no centro
do labirinto com o nariz em direcdo a um dos bracos fechados, e observados por 5 min, de
acordo com os seguintes parametros: nimero de entradas nos bragos abertos e fechados e
tempo de permanéncia em cada um deles. O tempo de permanéncia mede o tempo gasto pelo
animal nos bracgos abertos e fechados. Compostos ansioliticos reduzem a aversdo natural do
animal de ir para os bragos abertos e promove a exploracdo dos mesmos. Por outro lado, as
passagens forgada ou voluntaria dos animais nos bracos abertos do labirinto estdo associados
a alteracbes hormonais e comportamentais indicativos de aumento da ansiedade (HOGG,

1996). Estes testes foram feitos em lugares diferentes, justificando o uso deste aparelho.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 1 - Equipamento para teste do labirinto em cruz elevado.



136

\
Teste do campo aberto

A area do campo aberto foi feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 X
30 X 15 cm,), dividido em nove quadrados de area igual. O campo aberto (Figura 2) foi
utilizado para avaliar a atividade exploratoria do animal (ARCHER, 1973). Os parametros
observados foram: nimero de cruzamentos de quadrantes (com as quatro patas) e niumeros de

grooming e de rearing.

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 2 — Equipamento para teste do campo-aberto.

Teste do Rota rod

Para o teste de rota rod, o animal foi colocado com as quatro patas em uma barra de
didametro de 2,5 cm, 25 cm acima do piso e que estava girando a 12 rpm. Para cada animal, o
nimero de quedas (até trés quedas) e o tempo de permanéncia na barra de 1 min foram
registrados (DUNHAM; MIYA, 1957).

Tempo de sono induzido por Barbituricos

Neste teste, realizado de acordo com o método de Ferrini e colaboradores (1974) o
sono do camundongo foi induzida por uma administragdo de 40 mg/kg (i.p.) de pentobarbital
sodico, e a duracdo do sono (min) de cada animal foi observado. O tempo de sono foi

registrado como o periodo para o animal recuperar o reflexo de endireitamento.

Teste do nado forgado
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Este teste € o modelo farmacolégico mais utilizado e reconhecido mundialmente, para
avaliar as atividades antidepressivas (PORSOLT et al., 1977a). No presente trabalho,
empregamos o que foi descrito por Porsolt e colaboradores. (1977b; 1978). O tempo de
imobilidade foi registrado quando os camundongos foram colocados dentro de um cilindro

cheio de agua sem possibilidade de escapar.

Fonte: Arquivo pessoal.
Figura 3 — Equipamento para teste do nado-for¢ado.
Temperatura retal
A temperatura retal dos camundongos foi determinada com um termémetro digital
Modelo HI 98501 (SP Labor Equipments, S&o Paulo, Brasil) a uma distancia de 2,5 mm a
partir do anus. A medida foi realizada a temperatura ambiente de 24,0 + 2,0 °C.
Camundongos com temperatura retal normal de 37,0 - 38,0 °C foram selecionados e

utilizados no experimento.

Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + E.P.M. e foram comparados por meio da
Analise de Variancia (ANOVA), seguido do Teste t-Student-Newman-Keuls como post hoc

teste (p<0,05) (Programa Graphpad Intuitive, Software for Science, San Diego, CA).
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RESULTADOS
A analise por GC/MS mostrou uma mistura de monoterpenos, entre os quais limoneno
(52,77%), acetato de geranil (9,92%) e trans-limoneno-6xido (7,13%) foram os principais

compostos do 6leo essencial de C. limon (Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo quimica e indices de retencdo dos constituintes do 6leo essencial de

C. limon.
Componentes” (%) RT (min)? IK®
Limoneno 52,77 4.8 1025,5
Linalool 1,73 6,4 1100
cis-oxido-limoneno 2,68 7,1 1129,3
trans-oxido-limoneno 7,13 7,2 1133.7
Citronellal 2,77 1,7 1150
Neral 6,85 10,1 1238,5
Geranial 5,49 11,0 1268,9
NI 6,62 13,0 1337,8
Nerol 4,04 13,8 1363,3
Acetato de Geranil 9,92 14,4 1384,2
Total identificado 93,38 - -

NI = Nio identificado. *Tempo de retencio; "Compostos listados conforme ordem de eluicéo
em uma coluna de DB-5MS; “Indices Kovats foram calculados contra n-alcanos (C9-C18) em
uma coluna de DB-5MS.

O O6leo essencial de C. limon, nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg (v.0.) causou
alteragcbes comportamentais nos animais durante 30 dias de tratamento: diminuicdo da
atividade espontanea, ptose palpebral, ataxia, analgesia e sedacdo. Mudancas de
comportamento foram mais evidentes no segundo dia de tratamentos.

No teste de campo aberto (Figura 4), OECL (50 mg/kg, v.0.) reduziu o nimero de
rearing (16,09 £ 2,91) em relacdo ao controle (27,64 + 4,42). Da mesma forma, OECL 100
(100 mg/kg, v.0.) e OECL 150 (150 mg/Kkg, v.0.) reduziu o numero de rearings (21,00 + 1,86
e 17,17 = 1,95, respectivamente) e também do grooming (3,80 + 0,76 e 4,00 + 141 ,
respectivamente), em relacdo ao controle (rearing, 38,00 £ 7,59; grooming, 5,33 £ 0,72). No
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ndmero de cruzamentos foi observado com OECL (50 mg/kg, v.0.) uma diminuicdo (67,00 +
10,20) em relacéo ao controle (88,88 * 2,68). Da mesma forma, OECL 100 (100 mg/kg, v.0.)
e OECL 150 (150 mg/kg, po) reduziram o numero de cruzamentos (68,60 + 5,80 e 54,08 +
8,47, respectivamente) em relacdo ao controle (88,88 = 2,68). Diazepam, como esperado,

mostrou efeito sedativo na dose utilizada (2 mg/kg, i.p.).
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Os resultados foram expressos como média + E.P.M. para o nimero de cruzamentos, rearing
e grooming de 7 camundongos (por grupo) usados nos experimentos. “p<0,01 (ANOVA
seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente
do controle. ®p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc
teste), significativamente diferente do DZP 2. “p<0,001 (ANOVA seguido seguido de teste t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do grupo OECL 50.
%<0,001 (ANOVA seguido de seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc
teste), significativamente diferente do grupo OECL 100.

A Tabela 2 mostrou os efeitos do OECL de C. limon no teste de labirinto em cruz
elevado. Entre os parametros usados para avaliacdo da atividade ansiolitica, o grupo controle
(controle) apresentou os seguintes dados: numero de entradas nos bragos abertos (NEBA),
6,75 £ 0,90; porcentagem de entradas nos bracos abertos (PEBA), 39,14 + 0,87%, o tempo de
permanéncia nos bracos abertos (TPBA), 89,08 £ 9,97 s; e porcentagem de tempo de
permanéncia (PTBA), 29,68 + 3,32%. O OECL na dose de 50 mg/kg (v.0.) ndo apenas
diminuiu PEBA (38,39 £ 2,86%), mas também aumentou TPBA (96,00 + 18,01 s) e PTBA
(31,99 * 6,00%). Da mesma forma, o OECL, em uma dose mais elevada (150 mg/kg, i.p.)
reduziu PEBA (p<0,01), e aumentou TPBA (p<0,01) e PTBA (p<0,01). NEBA, PEBA, TPBA
e PTBA foram diminuidos OECL, 100 mg/kg, i.p., com valores de 4,50 + 0,47, 38,28 +
1,79%, 70,83 + 8,15 s e 23,60 £ 2,71%, respectivamente, em comparacdo aos controles
(NEBA, 6,75 + 0,90; PEBA, 39,14 + 0,87%; TPBA, 70,83 + 8,15 s; PTBA, 29,68 * 3,32%).
Diazepam (0,75 mg/kg, i.p.) aumentou significativamente todos estes parametros.

Tabela 2: Efeitos do OECL de C. limon no teste de labirinto em cruz elevado em

camundongos.
Grupos NEBA PEBA TPBA PTBA
Controle 6,75+ 0,90 39,14 £ 0,87 89,08 £ 9,97 29,68 + 3,32

DZP0.75 15,71 +0,28° 51,00 + 0,312 206,90 + 2,70° 68,95 + 0,90°
OECL50 4,60 +0,82%° 38,39 + 2,86%° 96,00 + 18,01%° 31,99 + 6,00*°

OECL 9,90 +1,36*"° 48,84 +351%*¢ 1323+ 15,66 44,10 +5,21*P¢
100

OECL  450+0,47*%9 3828+1,79*"%% 7083 +8,15**%4 2360 +2,71%cd
150
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Os resultados foram expressos como a media + E.P.M. de NEBA, nimero de entradas nos
bracos abertos; PEBA, porcentagem de entradas nos bracos abertos; TPBA, tempo de
permanéncia nos bragos abertos; PTBA, porcentagem de tempo nos bragos abertos. p<0,01
(ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente
diferente do controle. °p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste), significativamente diferente do DZP 2. “p<0,001 (ANOVA seguido seguido
de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do grupo
OECL 50. %<0,001 (ANOVA seguido de seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste), significativamente diferente do grupo OECL 100.

No teste do tempo de sono induzido por barbitirico, a administracdo oral (p<0,01) de
OECL (50, 100 e 150 mg/kg, respectivamente) aumentou o de sono em 67, 22 e 94%,

respectivamente, sugerindo um maior efeito do pentobarbital (Tabela 3).

Tabela 3: Efeitos do OECL de C. limon no teste de tempo de sono induzido por barbituricos.

Tempo de sono (min) Aumento (%)
Controle 40,55 + 0,60 -
OECL 50 67,65 + 0,82 67
OECL 100 49,62 + 1,36%° 22
OECL 150 78,82 £ 0,47*"° 94

Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. do tempo de sono de 7 camundongos
(por grupo) usados nos experimentos. *p<0,01 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-
Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do controle. °p<0,001 (ANOVA
seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente
do OECL 50. °p<0,001 (ANOVA seguido de teste t Student-Neuman-Keuls como post hoc
teste), significativamente diferente do grupo OECL 100.



142

Tabela 4: Efeitos do OECL de C. limon em camundongos no modelo do nado forgado.

Grupos Tempo de imobilidade (s)

Controle 184,60 + 26,15
OECL 50 103,70 + 27,76

OECL 100 93,75 + 20,65*"
OECL 150 54,83 + 19,72%"¢

IMI 25 115,00 0,58

IMI1 50 75,00 + 0,68

PAROX 10 82,67 + 1,08

PAROX 20 133,00 * 3,28°
OECL 150 + IMI 50 52,00 + 21,41%¢
OECL 150 + PAROX 20 70,60 *+ 15,24
RESERP 0.25 263,70 + 2,16°
RESERP 0.25 + OECL 150 16,00 + 4,44%%9

Os experimentos foram realizados, conforme descrito nos material e métodos. O OGleo
essencial (OECL) foi administrado por via oral. Os valores foram expressos como a média *
E.P.M. do tempo de imobilidade de 7 camundongos (por grupo) utilizados nos experimentos.
%<0,01 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste),
significativamente diferente do controle. °p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-
Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do grupo OECL 50.
p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste),
significativamente diferente do grupo OECL 100. %<0,001 (ANOVA seguido de teste t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do grupo OECL
150. °p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste),
significativamente diferente do grupo IMI 50. 'p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-
Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do grupo PAROX 20.
90<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste,
significativamente diferente do grupo RESERP 0,25. OECL = 0leo essencial; IMI =
imipramina; PAROX = paroxetina; RESERP = reserpina. As drogas foram administradas 10
min antes do OECL e do teste realizado 30 min depois.

No teste do rota rod, usado para avaliacdo da coordenagcdo motora e presenca de
algum efeito relaxante muscular, ndo houve alteracdo no numero de quedas apods
administragcdo do OECL (50, 100 e 150 mg/kg, v.0), quando comparado aos controles (Tabela

5). Além disso, no rota rod, somente 0 OECL na dose de 150 mg/kg, v.0., diminuiu o tempo
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de permanéncia na barra (44,80 + 0,88 s) relacionados ao controle (52,71 £ 0,42 s). Diazepam
(0,75 mg/kg, i.p.), da mesma forma que o OECL 50 e 100, foi desprovido de efeito.

Tabela 5: Efeitos do OECL de C. limon no teste do rota tod em camundongos.

Grupos Numero de quedas Tempo de permanéncia
(s)
Controle 1,71+ 0,28 52,71 +£0,42
DZP 0.75 1,80 £ 0,37 52,40 £1,03
OECL 50 1,80 £ 0,32 52,10 £ 0,92
OECL 100 1,90 £0,33 52,90 £ 0,52
OECL 150 1,890 + 0,33 44,80 + 0,881

Os valores foram expressos como a média + E.P.M. do ndmero de quedas e tempo de
permanéncia de 7 camundongos (por grupo) utilizados nos experimentos. p<0,01 (ANOVA
sequido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente
do controle. ®p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc
teste), significativamente diferente do DZP. “p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-
Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do grupo OECL 50.
%<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste),
significativamente diferente do grupo OECL 100.

As temperaturas retais dos camundongos ap6s administracdo de EO de Citrus limon
sdo apresentadas na Tabela 6. A temperatura retal do grupo controle foi 37,30 + 0,52 °C.
OECL na dose de 50 e 100 mg/kg, v.o., diminuiu a temperatura de 35,32 + 0,70 e 34,29 +
0,36 °C, respectivamente. Da mesma forma, OECL em uma dose mais elevada (150 mg/kg,
i.p.) diminui a temperatura dos camundongos para 34,14 + 0,35 °C, de maneira dose-
dependente. Por outro lado, diazepam (0,75 mg/kg, i.p.) ndo apresentou nenhumr efeito,
quando comparado ao grupo controle.

Tabela 6: Temperatura retal de camundongos ap6s administracdo do OECL de Citrus limon

Temperatura retal

(C)
Controle 37,30+ 0,52
Diazepam 0.75 37,60 £ 0,37
OECL 50 35,32 + 0,705"’b
OECL 100 34,29 + 0,36%"¢

OECL 150 34,14 + 0,35*°¢¢
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Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. da temperatura retal por 7
camundongos (por grupo) utilizados nos experimentos. p<0,01 (ANOVA seguido de teste t-
Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do controle.
°p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste),
significativamente diferente do DZP. “p<0,001 (ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-
Keuls como post hoc teste), significativamente diferente do grupo OECL 50. “p<0,001
(ANOVA seguido de teste t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste), significativamente
diferente do grupo OECL 100.

DISCUSSAO

No presente trabalho, os efeitos centrais do 6leo essencial (OECL) das folhas de C.
limon, foram estudados. OECL foi primeiramente avaliado no teste de campo aberto, que da
uma boa indicagdo do estado emocional do animal. Os resultados mostraram que OECL foi
capaz de diminuir significativamente ndo s6 o numero de cruzamentos, indicativo de um
possivel efeito sedativo, mas também o grooming e rearing.

Os laboratérios de fitoquimica sdo raramente preparados para realizar testes
biolégicos. Assim, além dos experimentos ja realizados em nosso laboratério de
farmacologia, pretendemos investigar a toxicidade geral em modelos animais de roedores para
determinar a toxicidade potencial e sua atividade bioldgica benéfica ou prejudicial ao SNC. O
desenvolvimento de novos medicamentos a partir de componentes do 6leo essencial de C.
limon precisa de modelos adequados para identificar alvos moleculares que sdo criticos ao
cérebro in vitro ou in vivo. Entre o grande nimero de possiveis testes executados para obter 0s
componentes ativos de 6leo essencial de C. limon, selecionamos alguns testes in vivo para
avaliacdo da atividade central, que constituem importantes alvos terapéuticos para dncas
neurodegenerativas.

A fim de estudar o possivel efeito ansiolitico do OECL, o teste de labirinto em cruz
elevado foi usado, e os resultados demonstraram que OECL também foi capaz de aumentar
significativamente o tempo de permanéncia, bem como o numero de entradas nos bracos
abertos, indicando uma resposta positiva. Nossos resultados apontam que os efeitos sedativos
e ansioliticos do OECL, possivelmente, envolve o complexo receptor GABAA. A agéo
sedativa ja foi mostrado pelo 6leo essencial de folhas de C. limon (CAMPELO et al., 2011b),
e Lavandula angustifolia P. Miller (LIS-BALCHIN; HART, 1999) que foi avaliado pelo teste

do labirinto em cruz elevado em camundongos. Os componentes ativos de C. limon s&o
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basicamente compostos monoterpenos e, portanto, quimicamente similares ao OECL. Estes
monoterpenos demonstram atividade ansiolitica, que é devido a mecanismos GABAérgicos.
Além disso, o 6leo essencial de C. limon mostrou exercer um aumento dose-dependente nos
parametros antioxidantes no hipocampo de camundongos (CAMPELO et al., 2011a).

Em nosso estudo, o teste do nado forgado foi realizado para determinar o possivel
efeito antidepressivo do OECL ap6s a administracdo oral. Nosso resultado sugere que 0s
sistemas noradrenérgico e serotoninérgico participam na acao antidepressiva do OECL.

No teste do rota rod, usado para avaliar a coordenacdo motora e presenca de algum
efeito de relaxamento muscular, ndo houve alteracdo no numero de quedas apds a
administragdo do OECL. Além disso, no rota rod, apenas o OECL na dose de 150 mg/kg,
diminuiu o tempo de permanéncia na barra.

Foi observado que o tratamento oral de camundongos com o 6leo essencial obtido das
folnas do C. limon teve efeito significativo sobre a temperatura corporal normal dos
camundongos. Essas descobertas parecem estar em contraste com registros de outras plantas
medicinais (WOODE et al., 2009). Possiveis explicacdes para a aparente contradicdo pode ser
os diferentes métodos de coleta das plantas usados em ambos 0s estudos para a extracdo de
compostos bioativos, e o tempo e época em que as folhas foram colhidas. Estas variagdes tém
sido relatadas por exercer diferencas nas atividades de extratos e 6leos essenciais de plantas
medicinais (HOUGHTON; RAMAN, 1998).

Nossos resultados ddo suporte a idéia de que OECL interage com o receptor GABAA,,
provavelmente nos subtipos de receptores que mediam os efeitos BDZ, para produzir
atividades sedativas e hipnéticas, e também parece aumentar as atividades noradrenérgicas e
serotoninérgicas que sao os principais fatores responsaveis pela sua atividade antidepressiva.
No entanto, estudos adicionais, devem ser realizados para esclarecer completamente o
mecanismo do efeito ansiolitico e antidepressivo do 6leo essencial das folhas de C. limon.
Além disso, o OECL pode manifestar esses efeitos em algumas doses, sem demonstrar

atividades sedativas ou hipnéticas, sendo, portanto, potencialmente atil na prética clinica.
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