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RESUMO

SA, C.G. Extracdo e testes de atividades farmacoldgicas do dleo essencial de Citrus
sinensis (L.) Osbeck direcionados para a doenca de Alzheimer. Teresina-Pl: UFPI, 2011.

(Dissertacao — Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas).

As plantas com atividades psicoativas exercem importantes efeitos sobre a
consciéncia, as emoc0es e a cognicdo. A investigacao farmacoldgica de produtos naturais que
apresentam atividade sobre o sistema nervoso central (SNC) tem auxiliado a compreensédo das
bases neuroquimicas de muitas doencas. Os extratos vegetais e 0s produtos isolados exercem
suas acOes por meio de interacbes com moléculas enddgenas transdutoras de sinal, por isso,
faz-se necessario o conhecimento aprofundado dessas fontes naturais. Diante deste contexto,
realizou-se estudo da espécie Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranja). A caracterizacdo quimica
do dleo essencial das folhas (OE) de C. sinensis resultou na identificacdo da mistura dos
constituintes: limoneno (20,14%), citronelol (30,42%), geranial (31,42%), mirceno (0,64%),
trans-beta-ocimeno (0,73%), linalol (2,58%), citronelal (1,23%), neral (1,71%) e beta-
cariofileno (2,04%). As estruturas dos compostos do OE foram identificadas por cromatdgrafo
a gas acoplado ao espectrometro de massa (CG/EM) e comparados com dados da literatura.
Os efeitos da administracdo oral aguda com doses repetidas do OEF de C. sinensis foram
investigados avaliando-se os parametros bioquimicos e hematolégicos em camundongos
Swiss machos adultos. Avaliou-se ainda a atividade in vitro e in vivo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e o potencial da atividade antioxidante no hipocampo de
camundongos. Os camundongos foram tratados por um periodo de 30 dias com o OE de C.
sinensis nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Quanto aos parametros bioquimicos e
hematoldgicos o OE de C. sinensis ndo produziu efeitos tdxicos sobre os camundongos Swiss
estudados, apenas observou-se uma redugdo nos niveis de triglicerideos, sugerindo, assim,
futuros estudos. Quanto aos resultados da atividade anticolinesterasica, houve uma
diminuicdo significativa na atividade da AChE na regido do hipocampo nos testes “in vivo” e
nos testes “in vitro” 0 OE de C. sinensis apresentaou um valor de concentracdo de inibicdo de
Clsp = 63 pg/mL enquanto para o padrdo (neostigmina) foi obtido o valor de Clsp = 1,87
pg/mL. Para a atividade antioxidante foi observada uma significativa redugdo de 20% no
hipocampo de camundongos tratados com dose de 150 mg/kg sobre a peroxidacao lipidica,
reduzindo, assim, o estresse oxidativo e o conteddo de nitrito, essas dosagens apresentaram
uma reducdo significativa em todos os grupos, sugerindo um efeito neuroprotetor contra
lesGes cerebrais. Em experimentos no labirinto aquatico de Morris, que avalia a memdria
espacial em ratos, foram realizadas analises com 4 grupos, sendo um grupo controle tratado
com solucdo de Tween 80 a 0,05% e trés grupos tratados previamente com doses do OE de C.
sinensis de 50 mg/kg, 100 mg/kg e 200 mg/kg., que apresentaram resultados
significativamente menores do que o grupo controle [p < 0,05], como também o grupo tratado
com um inibidor de AChE, indicando uma maior capacidade de memoria espacial nos animais
tratados, mais que devem ser reforcados por outros testes de memdria preconizado pela
literatura. Nossos resultados indicam que os efeitos do Oleo essencial de C. sinensis pode
envolver o sistema colinérgico e produzir uma reversao do prejuizo da memoria, causado pelo
excesso da atividade da AChE.

Palavras-chave: Citrus sinensis. Monoterpenos. Antioxidante. Acetilcolinesterase. Oleo

essencial, Doenca de Alzheimer.
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ABSTRACT

SA, C.G. Extraction and testing of pharmacological activities of the essential oil of Citrus
sinensis (L.) Osbeck directed to Alzheimer’s disease. (Dissertacdo — Mestrado em Ciéncias

Farmacéuticas)

Plants with psychoactive activities have significant effects on consciousness,
emotions and cognition. The pharmacological research of natural products that present
activity on the central nervous system (CNS) has aided the understanding of the
neurochemical basis of many diseases. The plant extracts and isolated products exert their
actions through interactions with endogenous molecules transducing the signal, so it is
necessary to in-depth knowledge of these natural sources. In this context, a study was made of
the specie Citrus sinensis (L.) Osbeck (orange). The chemical characterization of essential oil
of the leaves (EO) of the C. sinensis resulted in the identification of the constituents of the
mixture: limonene (20.14%), citronellol (30.42%), geranial (31,42%), myrcene (0.64%),
trans-beta-ocimene (0.73%), linalool (2.58%), citronellal (1.23%), neral (1.71%) and beta-
caryophyllene (2.04%). The structures of the compounds of the essential oil were identified
by combined gas chromatograph-mass spectrometry (GC/MS) and compared with literature
data. The effects of acute oral administration with repeated doses of EO of C. sinensis were
investigated by evaluating the biochemical and hematological parameters in adult male Swiss
mice. We also evaluated the activity in vitro and in vivo acetilcholinesterase (AChE) and the
potential of antioxidant activity in the hippocampus of mice were treated for a period of 30
days with the EO in C. sinensis doses of 50, 100 and 200 mg/kg by weight of the animal. As
for the biochemical and hematological parameters of the EO the C. sinensis produced no toxic
effects on Swiss mice studied, only there was a reduction in triglyceride levels, suggesting,
more study. As for the results of anticholinesterase activity, there was a significant decrease in
AChE activity in the region of the hippocampus with in the tests “in vivo”, and tests “in
vitro” the EO de C. sinenses showed an value of inhibition 1Csy = 63 pg/mL while for the
standard (neostigmine) the value of 1Csp = 1.87 pg/mL. For the antioxidant activity was
observed a significant 20% reduction in the hippocampus of mice treated with 150 mg/kg on
lipid peroxidation, thereby reducing the oxidative stress and the content of nitrite that had a
significant reduction in all groups, suggesting a neuroprotective effect against brain damage.
In experiments in the Morris water maze, which assesses the spatial memory in rats, were
anlyzed in four grups a control group treated with solution of 0,05% Tween 80 and three
groups previously treated with doses of EO C. sinensis 50 mg/kg, 100 mg/kg and 200 mg/kg,
wich had significantly lower results than the control [p <0.05] indicating a larger memory
capacity in treated animals, which must be strengthened further by other memory tests
recommended by the literature. Our results indicate that the effects of essential oil of C.
sinensis may involve the cholinergic system and produce a reversal of memory impairment
caused by excess activity of AChE.

Keywords: Citrus sinensis. Monoterpenes. Antioxidant. Acetylcholinesterase, Essential oil,

Alzheimer's disease
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1 INTRODUCAO

Com o crescente numero de idosos na populacdo mundial, a necessidade de
medicamentos para tratar distdrbios cognitivos, como deméncia senil e doenga de Alzheimer
tém especial urgéncia. Ha, portanto, a necessidade de se descobrir drogas modernas para
diminuir o avanco dessas doencas (SHAH; GOYAL, 2011). Além disso, estudos mostraram
que o hipocampo € essencial para estruturar a memdria curta que é reduzida dramaticamente
em individuos afetados pela doenca de Alzheimer (DA). A DA é uma doenca
neurodegenerativa que afeta a memdria a capacidade de raciocicio e comunicacdo. O
tratamento mais promissor para a DA € obtido pelo aumento do nivel circulante de
acetilcolina no cérebro usando inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) (SERENIKI,
VITAL, 2008).

Inibidores da AChE como a fisistigmina, neostigmina, galantamina e tacrina vem
sendo utilizados no tratamento da DA, entretanto, alguns destes compostos apresentam efeitos
colaterias indesejaveis, a tacrina (Cognex®) por exemplo é hepatotoxica. A galantamina
(Reminyl®), um alcal6ide obtido de plantas, possui acdo longa, seletiva, reversivel, e
competitiva para inibir a acetilcolinesterase (AChE), é considerado mais efetivo no tratamento
da doenca e apresenta menos limitacdes (INGKANINAN et al., 2000). Diante deste contexto
a busca de inibidores a partir de plantas constitui em uma alternativa promissora e viavel

O género Citrus, pertencente a familia Rutaceae consiste em cerca de 150 géneros e
2000 espécies, incluindo algumas espécies importantes, como C. sinensis (L) Osbeck
(Laranja), C. paradisi Macfad. (Toranja), C. limon (L.) Burm. (Liméo), C. reticulata Blanco
(Tangerina), C. aurantium L. (Laranja azeda), C. medica L. (Citron), e C. aurantifolia
(Christm.) Swingle (lima). As plantas da maioria das espécies de Citrus sdo sempre grandes
arbustos verdes ou pequenas arvores, 5-15 m de altura (ANWAR et al, 2008).

A China, o Brasil e os EUA sdo os principais produtores de Citrus no mundo,
chegando a produzirem cerca de 43,7% da producdo mundial. Os EUA ficam atrés do Brasil
na producédo de Citrus (FAO, 2009). Outros paises tém uma significativa producdo de Citrus
como a India, 0 México, a Espanha, a Italia e o Egito (SINGH; RAJAM, 2009)

Os Oleos citricos sdo muito versateis e sdo principalmente utilizados como
aromatizantes em bebidas, sabonetes, cosméticos, produtos domésticos e outros. Esses 6leos

sdo também bastante usados em tratamentos medicos e sdo conhecidos por exibir
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propriedades antimicrobianas, como antifungica, antibacteriana, antiviral e antiparasitaria
(REHMAN et al. 2007).

Espécies do género Citrus sdo ricas em flavondides, oOleos volateis, cumarinas e
pectinas. A maioria dos compostos flavonicos sdo heterosideos de flavanonas
(hesperidosideo, neohesperidosideo, naringosideo, eriodictiosideo. Ocorrem também outros
flavonoides, como a diosmina e o rutosideo (BRUNETON, 1993). O 6leo volatil da casca do
fruto de Citrus aurantium L. apresentou atividade sedativa, hipnotica, contrastando com o
extrato etandlico das folhas, que ndo apresentou esta atividade (CARVALHO-FREITAS;
COSTA, 2002).

As acdes comprovadas em extratos de plantas medicinais ou compostos isolados, a
saber: antioxidantes, antiinflamatorias, antiacetilcolinesterésicas, sedativas e inseticidas sao
atividades relevantes ao tratamento da Doenca de Alzheimer (DA) (HOWES; HOUGHTON,
2003), justificando, portanto, a selecdo da espécie C. sinensis (L.) Osbeck para esse estudo.

Neste trabalho investigamos por CG-EM a composicao quimica do 6leo essencial das
folhas de C. sinensis, espécie bastante consumida no Brasil e conhecida popularmente como
laranja. Foram realizados testes toxicologicos avaliando-se 0s parametros bioquimicos e
hematoldgicos e algumas atividades farmacolégicas como a atividade anticolinesterasica in
vivo e in vitro, agBes antioxidantes, e ainda testes de memoria através do teste do labirinto
aquatico de Morris.

A investigacdo de acBes do 6leo essencial de C. sinensis (L.) Osbeck sobre o sistema
nervoso central e acBes anticolinesterasica descritas neste trabalho podera possibilitar seu uso
como um agente antioxidante sendo uma alternativa para a elaboracdo de uma futura

formulacdo farmacéutica para auxiliar no tratamento do Mal de Alzheimer.
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Capitulo 1

REVISAO DE LITERATURA

Constituintes e atividades farmacologicas de plantas do género Citrus
— uma revisao bibliogréfica.
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RESUMO - As plantas do género Citrus, além de sua importancia na area alimenticia,
também sdo conhecidas por apresentarem relevantes atividades bioldgicas, os éleos essenciais
destas espécies sdo compostos por uma grande variedade de substancias tais como,
flavondides, cumarinas e terpendides. Esta revisao reuniu informacdes sobre a constituicao e
acOes bioldgicas exercidas por 6leos essenciais extraidos de variadas partes de espécies do
género Citrus. O d-limoneno é o composto que estd presente em maiores quantidades nas
espécies de Citrus, exercendo tanto acBes inseticidas quanto inibidora da enzima
acetilcolinesterase. Os flavonodides também estdo presentes e s8o responsdveis pela
capacidade sequestradora de radicais livres. Aos flavonoides dos Citrus atribui-se também um
papel importante na inibicdo da sintese de mediadores pro-inflamatérios, comprovando sua
notavel capacidade antiinflamatoria.

PALAVRAS-CHAVE: Citrus, Oleo Essencial, Antioxidantes, Acetilcolinesterase,

Antiinflamatério, Inseticida.
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ABSTRACT - Constituents and pharmacological activities from plants of the genus
Citrus — a review — Plants of the genus Citrus, and its importance in the food industry, are
also known by various biological activities, the essential oils of these species are composed of
a several substances such as flavonoids, coumarins and terpenoids. This review attempts to
describe the present constitution and biological actions exerted by essential oils from various
parts of the plants of the genus Citrus. The d-limonene is the compound that is present in
higher amounts in Citrus species, acting as both actions insecticides inhibiting the enzyme
acetylcholinesterase. Flavonoids are also present and are responsible for the sequestering
capacity of free radicals. Attributed to flavonoids also play an important role in the inhibition
of proinflammatory mediators, proving his remarkable ability antiinflammatory.

KEYWORDS: Citrus, Essential Oil, Antioxidant, Acetylcholinesterase, Anti-inflamatory,

Insecticide.
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INTRODUCAO

As frutas citricas compdem o maior setor de producdo mundial de frutas, com mais de
100 milhdes de toneladas produzidas a cada temporada (HO; LIN, 2008). O género Citrus é
um dos mais importantes da familia Rutaceae por causa das suas frutas, que sdo estimados
primariamente como artigos de dieta (WAHEED et al, 2009). Seus 6leos arométicos s&o
usados como agentes flavorizantes em uma ampla variedade de alimentos, bebidas, produtos
de confeitaria e para aplicacdes em fragrancias. Ha relatos de espécies do género Citrus com
importantes atividades bioldgicas, a saber: antioxidantes (CAMPELO et al., 2011[a]),
antimicrobianas (CHOI et al, 2000), antiinflamatorias (BENAVENTE-GARCIA;
CASTILLO, 2008), inseticidas (KARR; COATS, 1988) e anticolinesterasica (CONFORTI et
al, 2007).

Na tradicional medicina chinesa as cascas secas de Citrus reticulata Blanco.vem sendo
amplamente utilizadas por séculos como um remédio para tratar indigestdo e no combate as
sindromes inflamatorias do trato respiratorio como asma e bronquite (HO; LIN, 2008). Citrus
aurantium L. comumente conhecida como laranja-azeda é usada na medicina popular
brasileira e em outros paises para tratar ansiedade, insénia e como anticonvulsivante,
sugerindo uma acdo depressiva sobre o Sistema Nervoso Central (SNC), dentre outras
propriedades (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002). C. limon (L.) Burm conhecida
popularmente como limdo, foi descrita como tendo um largo nimero de a¢6es, como larvicida
(FURTADO et al., 2005), antifangica (EZZAT, 2001), antimicrobiana (GUTKIND et al.,
1981), antioxidante (LUZIA; JORGE, 2009) e antinociceptiva (CAMPELO et al., 2011[b]),
mostrando ser uma substancia biologicamente ativa. Por apresentar flavondides, éleos volateis
e cumarinas em sua constituicdo, onde sua atuacdo no SNC ainda ndo é bem conhecida, é
sugerido que os constituintes quimicos do 0Oleo essencial de C. limon (L.) Burm, também
exerca atividade central, o que é reforcada pelo uso popular em situacGes de ansiedade e
depressdo (VENDRUSCOLO et al., 2005).

O presente artigo registra informagdes sobre atividades dos compostos
biologicamente ativos presentes em espécies do género Citrus, atividades estas que incluem
acOes antioxidantes, antiinflamatorias, inseticidas e anticolinesterasica.

Neste contexto fez-se uma revisdo bibliografica sobre as atividades e constituintes de
espécies do género Citrus. Descreveram-se a estrutura quimica de alguns constituintes
biologicamente ativos tais como flavonoides, cumarinas e terpenodides. Também foram

relatadas as principais atividades referidas para espécies deste género, a saber: antioxidante,
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inibidores da enzima acetilcolinesterase, antiinflamatéoria e inseticida. Realizou-se uma
revisdo sistematica até 2011 por meio do MEDLINE e LILACS, usando as seguintes palavras
chaves: Citrus, antioxidant, antioxidante, inseticida e essential oil. Foram selecionados
artigos publicados entre 1966 a 2011. Todos os artigos encontrados, preferencialmente artigos

de revisdo, revisoes sistematicas e de ensaios clinicos foram utilizados.

CONSTITUINTES BIOLOGICAMENTE ATIVOS

Além de serem ricas em vitamina C (acido ascorbico) as frutas citricas também
contém outros compostos bioativos que incluem flavonodides, cumarinas (YU et al, 2005), e
terpendides (OTHA; HIROSE, 1966) com propriedades potenciais de promocao a saude (YU
et al, 2005).

Os flavonoides podem atuar como varredores de radicais livres, moduladores de
atividades enzimadticas, e inibindo a proliferacdo celular, bem como exercendo atividades
antibidtica, antialérgica, anti-diarréica, anti-Ulcera e antiinflamatoria (YU et al, 2005). Os
compostos hesperidina e o diosmina sdo exemplos de flavonodides que sdo relatados como
efetivos contra radicais livres. A eriocitrina presente em grandes quantidades somente em
algumas espécies como no limdo e na lima, tem a maior atividade antioxidante de todos 0s
flavondides presentes nessas frutas (DEL-RIO et al, 2003).

Os monoterpenos como, por exemplo, o d-limoneno chegam a representar mais de
90% da composicao de alguns 6leos essenciais de Citrus (OTHA; HIROSE, 1966). O mirceno
¢ o segundo composto mais abundante no 6leo da laranja seguido do a-pineno e do sabineno
(SHAW, 1979) (Tabela 1). Foram registrados como principais constituintes presentes no éleo
essencial de C. limon (L.) Burm os constituintes: limoneno, B-pineno, e y-terpineno
(MISHARINA; SAMUSENKO, 2007). Segundo Otha e Hirose (1966), parece ndo haver
diferenca significante na série de composi¢cbes em monoterpenos das varias espécies de
Citrus. Os sesquiterpenos (B-elemeno, farneseno, a-selineno) também sdo bastante similares
em sua composicdo, embora algum ou outro seja especifico e varie na sua quantidade de
acordo com o subgrupo de espécie de Citrus. De acordo com Yu e colaboradores (2005), ha

também a presenca de triterpendides altamente oxigenados, como os limonadides.
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TABELA 1 - Andlise quantitativa (%) dos principais constituintes presentes em 6leos
essenciais da casca de cinco espécies do género Citrus. ‘Kawaii et. al. (2000), 2Shaw

(1979).
Compostos Laranja-doce Toranja Limé&o Lima Laranja-azeda
(Citrus (Citrus (Citrus limon) (Citrus (Citrus
sinensis) paradisi) latifolia) aurantium)
Rutina 0,21 0,00" 0,59 0,25 0,00"
Hesperidina 0,49 0,00 0,00 0,05 0,00
Diosmina 0,16 0,00 0,20 0,12 0,00
Eriocitrina 0,00 0,00 0,06" 0,25 0,00
a-pineno 0,607 0,20° 0,40-2,50° 1,20°
B-pineno 2,20-9,80° 0,90° 2,40°
Sabineno 0,607 0,70° 0,50° 1,60°
o-terpineno 0,107 0,70° 0,80°
y-terpineno 0,107 0,507 2,90 16,26°
Terpinoleno 0,107 0,607 0,60° 0,207
Citronelol 0,50°
Elemol 0,407
Linalool 0,307 0,86° 0,08° 0,09° 0,5°
a-terpineol 0,10° 0,207 0,20° 0,30° 0,207
Citronelal 0,107 0,14 0,03 1,40° 0,307
Decanal 0,10° 0,307 0,067 0,10°
Geranial 0,06 0,10° 0,60° 5,10
Neral 0,017 0,03 0,40° 0,40°
a-sinensal 0,03*
B-sinensal 0,06
B-bisaboleno 0,14° 2,50°
B-elemeno 0,05 0,06°
Farneseno 0,07%
Limoneno 97,0 95,0 80,0° 47,0 86,0°
Mirceno 0,90° 1,40° 0,90° 0,707
Nao-volateis 1,0 1,37 2,20° 6,70° 0,23

As cumarinas representam outra classe de compostos bioativos encontrados em Citrus,
derivam de uma via do metabolismo da fenilalanina que leva ultimamente a sintese de
furanocumarinas (YU et al, 2005), apresentam atividades anticarcinogénicas e tromboliticas
(DEL-RIO et al, 2003). Segundo Stanley e Jurd (1971), as cumarinas e os furanocumarinas
presentes nos Oleos da casca de Citrus spp. sdo essencialmente ndo-volateis e,
conseqlientemente, ndo sdo encontrados nos Oleos essenciais. O 7-geranoxicumarina e o
isopimpinelina representam dois exemplos dessa classe de compostos que foram encontradas

na toranja (grapefruit) e na lima, respectivamente.
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ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA (AChE)

Alguns inibidores da AChE tém sido encontrados naturalmente em plantas medicinais.
Inibidores reversiveis da colinesterase sdo atualmente usados em ensaios clinicos no
tratamento da doenca de Alzheimer (DA). O tratamento baseia-se na inibi¢cdo da AChE, que
hidrolisa a acetilcolina, aumentando a sua disponibilidade para a transmissdo colinérgica
(MIYAZAWA; YAMAFUJI, 2005). Estudos realizados por Conforti e colaboradores (2007)
com a espécie Citrus medica L. cv. Diamante (cidra) demonstraram atividade
anticolinesterasica, podendo ser justificada pela alta quantidade de monoterpenos presentes na
casca da fruta. Na verdade essa classe de compostos foi a primeira a apresentar atividade
inibidora de AChE.

De acordo com estudos realizados em 17 tipos de monoterpendides com esqueleto p-
metano, a atividade inibidora da AChE de compostos como o y-terpineno e o terpinen-4-ol
chegam a 22,6% e 21,4% em 1,2 mM, respectivamente. Outros terpenos como o limoneno e o
linalol, exercem em 164 pg/mL, uma inibicdo de 27% e 37%, respectivamente. Segundo
Chaiyana e colaboradores (2010) a mesma atividade é apresentada ao se estudar a espécie
Citrus hystrix DC.,que provocou inibi¢cdo de 10% da enzima AChE sendo que essa acgdo foi
relacionada a presenca dos monoterpenos aciclicos € monociclicos como o citronelal e -
felandreno, respectivamente, presentes no 6leo essencial extraido da folha dessa planta.

A diversidade estrutural dos terpendides que exercem atividade inibitéria da AChE
dificulta a predicdo do potencial de relacdo estrutura-atividade. Mas sabe-se que algumas
caracteristicas, como a presenca de um ligante hidrofobico, podem estar associadas a uma
maior efetividade na inibicdo, ja que o sitio ativo da AChE é conhecido por ser susceptivel a
interacdes hidrofobicas. Os monoterpenos consistem de um esqueleto hidrocarboneto que
podem ser ciclicos (a-pineno) ou aciclicos (linalol), uma caracteristica que também pode
influenciar em sua atividade inibidora da AChE. Para os monoterpendides biciclicos com um
esqueleto careno ou pinano, o potencial de inibicdo da AChE foi associado com a posi¢édo da
dupla ligagdo (CONFORTI et al, 2007). A presenca de olefinas terminais resultou em
diminuicdo da inibicdo de AChE, assim como a presencga de um grupo funcional oxigenado
(MIYAZAWA; YAMAFUJI, 2005).

Além dos terpenoides, outros compostos, como as cumarinas, também mostraram
exercer acdo inibitdria sobre a enzima AChE Essa acdo pode, por exemplo, ser atribuida ao

composto citropteno (5,7-dimetoxicumarina), presente na casca da cidra, ou ao aurapteno (7-
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geraniloxicumarina), presente em C. paradisi Macfad., que demonstrou ser um possivel
inibidor da AChE eritrocitaria (CONFORTI et al., 2007).

A atividade anticolinesterasica de extratos das folhas de C. limon (L.) Burm. em
comparacdo a galantamina, medicamento bastante utilizado no tratamento do Mal de
Alzheimer, e outras espécies utilizadas na medicina popular do Nordeste do Brasil, sdo
relatadas em um screening divulgado por Feitosa e colaboradores. (2011).

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo produzido por radicais livres tem sido implicado na patogénese e
progressdo de uma ampla variedade de doencas clinicas como céancer, doencas
cardiovasculares, inflamacao, epilepsia, diabetes e doenca de Alzheimer. O estresse oxidativo
é resultante da deficiéncia natural das defesas antioxidantes, ou pelo aumento dos niveis de
espécies reativas derivadas do oxigénio (TOME et al., 2010). Espécies reativas de oxigénio
(ROS), como os radicais superéxido (O;), peroxido de hidrogénio (H,O;) e radicais
hidroxilas (OH’) sdo produzidos em decorréncia de muitas reagdes bioguimicas e podem ser
consideradas a principal causa dos danos oxidativos, como desnaturacdo protéica, mutagénese
e peroxidacao lipidica (FREITAS et al., 2005; CONFORTI et al., 2007).

As plantas do género Citrus sdo ricas em compostos que possuem propriedades
antioxidantes (YU et al., 2005). Os compostos fendlicos, particularmente os flavondides, tém
mostrado uma importante atividade antioxidante, que € baseada principalmente nas suas
caracteristicas estruturais devido entre outras caracteristicas quimicas pelo nimero e posicao
de hidroxilas fendlicas (ANAGNOSTOPOULOU et al., 2004).

Segundo Yu e colaboradores (2005), os flavonoides possuem uma ampla variedade de
atividades in vitro. Essa classe de compostos bioativos é conhecida por atuar como
sequestrante de radicais livres, como os radicais: peroxila, alquila peroxila, superdxido,
hidroxila e peroxinitrito. A atividade antioxidante dos flavonoides depende da estrutura
qguimica e dos substituintes no anel heterociclico e em seu anel B (Figura 1). A maior
capacidade antioxidante pode ser relacionada a dois fatores: (a) a presenga de um grupo
catecol no anel B, doador de elétron e alvo dos radicais, e (b) uma 2,3-dupla ligacédo
conjugada com um grupo 4-0xo, que é responsavel pelo deslocamento de elétrons. A presenca
de um grupo 3-hidroxil no anel heterociclico também aumenta a atividade antioxidante,
enquanto que os grupos hidroxil ou metil adicionais nas posicdes 3, 5, e 7 dos anéis A e C tem

menor importancia para a atividade antioxidante (YU et al., 2005).
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(A) (B)
FIGURA 1 — Estrutura basica dos flavonoides (A) e
com grupo carbonila no C-4(B).
De acordo com experimentos realizados por Yu e colaboradores (2005), os flavonoides
encontrados em Citrus paradisi Macfad. demonstraram atividade sequestrante de radicais 1,1-

diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) maior que os compostos limonoides (Figura 2).

(A) (B)
FIGURA 2- Estrutura quimica da limonina (A) e do
limoneno (B).

Os limonoides sdo triterpendides altamente oxigenados e com menos grupos hidroxil
que os flavonodides. Ambas as caracteristicas estruturais contribuem para fraca atividade
antioxidante mostrada por esses compostos. A rutina (Figura 3) mostrou a maior atividade
dentre os flavondides, seguida da escutelareina, da neoeriocitrina e do kaempferol. Outros
flavonoides como a naringina e a naringenina, € um cumarinico, o bergapteno, mostraram
atividade sequestrante apenas quando em altas concentracoes.

A presencga de um grupo hidroxil na posigdo 6 do anel A, como ocorre na escutelareina
(Figura 3), pode aumentar a atividade antioxidante do flavondide. Essas caracteristicas
estruturais contribuem para aumentar a capacidade antioxidante das classes de flavondides.
Assim, flavonoides e flavonas contendo um grupo catecol no anel B sdo altamente ativos,
sendo os flavondides mais potentes que as flavonas correspondentes por causa da presenca do
grupo 3-hidroxil. A glicosilacdo deste grupo, como ocorre na rutina, reduz a capacidade

sequestrante de radical. A metilagdo de uma das hidroxilas e a presenca de somente uma
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hidroxila no anel B diminuem a atividade antioxidante, como ocorre em neohesperidina,
apigeina, Kaempferol e escutelareina. Flavanonas, como a naringenina e a naringina, devido a

falta de conjugacao na 2,3-dupla ligagcdo com o grupo 4-oxo, séo fracos antioxidantes (YU et

al 2005).

Escutelareina

OH

Neoeriocitrina Kaempferol

Neohesperidina Apigenina
FIGURA 3 - Estrutura quimica dos principais
flavonoides encontrados no género Citrus.
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Resultados positivos foram encontrados apds a avaliagdo da atividade antioxidante dos
constituintes do extrato da casca de Citrus medica L. cv. Diamante utilizando diferentes
ensaios in vitro (teste de branqueamento do [-caroteno, teste DPPH e sistema f-
caroteno/acido linoleico) (CONFORTI et al.,, 2007). Conforti e colaboradores (2007)
atribuiram a acdo antioxidante a presenga de monoterpenos, particularmente o y-terpineno,
limoneno, nerol, geraniol e a-terpineol que sdo 0os compostos mais abundantes nesse extrato.
O y-terpineno possui uma potente atividade antioxidante quando comparado ao a-tocoferol
(um potente antioxidante natural) e a outros fenois. Esse comportamento foi atribuido a
presenca de grupos metilenos fortemente ativos na molécula.

Choi e colaboradores (2000) investigaram trinta e quatro tipos de 6leos essenciais de
Citrus e seus componentes foram investigados quanto as suas atividades antioxidantes pelo
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando DPPH. A atividade dos
componentes quando comparada com um antioxidante padrdo, o Trolox, revelaram efeitos
sequestrantes em DPPH variando entre 18 e 64%. Uma possivel explicacdo sobre a diferenca
em eficiéncia encontrada nesse estudo pode ser a variacdo substancial nos compostos dos
oleos essenciais de Citrus. Dentre os 34 tipos de 6leos essenciais, a atividade sequestrante de
radicais do liméo ichang (C. ichangensis Swingle), foi a maior, em comparagdo aos 6leos do
limdo Tahiti (C. aurantifolia var. tahiti.) e do lim&o eureka (C. limon (L.) Burm.). Podendo
estar relacionado a alta quantidade de terpenos com excec¢do do limoneno e mirceno.

Geralmente a alta atividade sequestrante de radicais foi encontrada quando os terpenos
incluiam grandes quantidades de y-terpineno e terpinoleno. Nos limdes Mexicanos, tahiti,
eureka e lisboa, a percentagem combinada de neral e geranial varia de 1,7 a 3,5%. Também
foi considerado que os componentes neral e geranial contribuem para seu efeito sequestrante
nessas amostras. Em C. sinensis (L.) Osbeck e C. reticulata Blanco os compostos mais
efetivos, como o y-terpineno e terpinoleno, estavam presentes em pequenas quantidades (Choi
et al., 2000).

O efeito antioxidante do a-terpineno, nootkatona, citronelal, citral, y-terpineno,
terpinoleno e geraniol apresentou-se muito maior do que o Trolox (p<0,05). De acordo com
os calculos baseados na altura do pico de DPPH, y-terpineno (84,7%), terpinoleno (87,4%), e
geraniol (87,7%) tiveram um efeito sequestrante de radicais 3,5 vezes maior que o Trolox. A
atividade antioxidante do linalol, citronelol, a-pineno, e octanal (18,7 a 22,4%) foi maior que
a do o-terpineol, octanol, mirceno, decanol, f-pineno, terpen-4-ol, p-cimeno e d-limoneno
(8,8 a 16,5%) (CHOI et al., 2000).
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A oxidagdo do LDL plasmético desempenha um papel de importancia significativa no
desenvolvimento da aterosclerose. A atividade antioxidante do 6leo essencial de trés espécies
de Citrus (C. natsudaidai Hayata, C. hassaku HORT. Tanaka e C. unshiu Marcovitch) foi
avaliada por Takahashi e colaboradores (2002). Estes autores verificaram os efeitos inibidores
na oxidac&o de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) humana, induzida por Cu?* e AAPH
(dicloreto de 2,2-azobis (2-amidinopropano) utilizando modelos in vitro. Constatou-se que o
y-terpineno foi o principal responsavel por inibir a acdo oxidativa provocada por ambos 0s
métodos, enguanto que outros componentes também apresentaram acdo inibitoria
significativa, porém apenas durante a oxidagdo induzida por Cu?* (terpinoleno e a-terpineno)

ou apenas durante a oxidagéo induzida por AAPH (bisaboleno).
ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

A inflamacéo é tipicamente caracterizada pelo aumento da permeabilidade do tecido
endotelial e influxo de leucdcitos do sangue para o intersticio, resultando em edema.
Diferentes mediadores influenciam cada etapa da cascata de inflamagdo, e
caracteristicamente, os agentes inflamatdrios exibem propriedades terapéuticas ao bloquear a
acdo ou sintese desses mediadores. Apesar da inflamagdo ser uma resposta normal a injuria
tecidual, é muitas vezes descontrolada em doengas crdnicas auto-imunes, como na artrite
reumatdide e doenca de Crohn, ou quando relacionada a resposta alérgica como asma e
choque anafilatico. Nesses casos, 0s compostos antiinflamatérios sdo administrados
terapeuticamente para controlar a resposta inflamatéria (ROBBINS; COTRAN, 2005).

Plantas ricas em certos flavondides tém sido tradicionalmente usadas por suas
propriedades antiinflamatorias, e recentemente, vem sendo verificada a presenca e realizado
isolamentos de flavonoides, incluindo os do género Citrus, como potenciais agentes
antiinflamatdrios (BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008).

As propriedades antiinflamatorias apresentadas pelos compostos diosmina e
hesperidina sdo justificadas pela inibicdo da sintese de mediadores pré-inflamatorios,
principalmente os derivados do acido araquiddnico, prostaglandinas E; e F, e tromboxano A,
(BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008; HUANG; HO, 2008). A nobiletina, um
polimetoxi flavonoide, em baixas concentragdes (6 uM) foi responsavel por inibir a produgéo
de PGE; e NO. Enquanto que a hesperidina e a naringina, produziram os mesmo efeitos em
maiores concentragdes (20 ¢ 100 uM, respectivamente) (HUANG; HO, 2008). A nobiletina

interfere com a producdo de PGE; por via da downregulation seletiva do gene da COX-2 em
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fibroblastos sinoviais humanos. Além disso, diminui a expressdo de mRNAs das citocinas
pro-inflamatérias e imunomodulatérias (IL-1a, IL-1B, TNF-a, e IL-6) em macrdéfagos de
camundongos (LIN et al., 2002).

A producéo incontrolada de NO produzido pela oxido nitrico sintetase induzida (iNOS)
produz espécies reativas de nitrogénio, que induzem danos biomoleculares e celulares,
estando vinculadas a patogénese de vérias doencas inflamatorias. A iNOS é induzida em
resposta a varias citoninas pro-inflamatérias. Estudos realizados com extratos da casca de
Citrus reticulata Blanco demonstrou inibicdo da producdo de NO e na expressdao de mRNA
do iINOS em macréfagos estimulados por lipopolissacarideos (LPS) (JUNG et al., 2007).
LPS é uma grande molécula compreendendo um lipidio e um polissacarideo unidos por uma
ligacdo covalente, e que promove a secrecdo de citocinas pré-inflamatorias de muitos tipos de
células, especialmente macrofagos (WANG et al., 2010).

O efeito bloqueador de C. reticulata Blanco na expressao de iNOS induzido por LPS
pode ser resultado da inibi¢do transcricional do gene iINOS em macréfagos. A ativacdo do
fator kappa B nuclear (NF-xB) também ¢ critica para a indugdo da expressao génica de iNOS
(JUNG et al., 2007). NF-kB é uma proteina complexa que controla a transcri¢cdo do DNA. Ela
é encontrada em quase todos os tipos de células animais e estd envolvida na resposta celular a
estimulos como estresse, citocinas, radicais livres e outros. A regulagdo incorreta de NF-xB
tem sido relacionada a inflamacdo. Uma inibicdo significativa dessa proteina, assim como da
diferenciacdo de mondcitos induzidos por LPS, foi constatada na presenca de certas
concentracdes do extrato da casca de Citrus sulcata Tanaka, cujos principais componentes
eram os flavonoides hesperidina e narirutina (WANG et al., 2010).

A naringenina e a hesperetina, duas flavononas, atenuaram a producdo de TNF-a
induzidas por LPS/IFN-y em células da glia. A naringenina também inibiu a expressdo de
INOS e dxido nitrico induzidas por LPS/IFN-y em células da glia, mostrando assim, forte
atividade antineuroinflamatéria e uma alternativa potencial para o tratamento clinico das
doencgas neurodegenerativas (VAFEIADOU et al., 2009).

ATIVIDADE INSETICIDA
As propriedades inseticidas tém sido reconhecidas no 0leo essencial de muitas espécies

do género Citrus e recentemente, varios produtos contendo (+)-limoneno, linalol, ou extrato

bruto do 6leo de Citrus vem ganhando espaco no mercado. Essas substancias podem ser
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toxicas ao ser humanos via penetracao pela cuticula, pelo sistema respiratério e/ou pelo trato
digestorio (IBRAHIM et al., 2001).

O estudo da atividade inseticida do d-limoneno foi investigada sobre a barata alema,
(Blattella germénica L.), mosca (Musca domestica L.), gorgulho do arroz (Sitophilus oryzae
L.), e no crisomelideo do milho (Diabrotica virgifera virgifera LECONTE). Por via topica, o
d-limoneno foi ligeiramente toxico para Blattella germénica e para a Musca domestica L..
altas concentracbes de vapor causaram mortalidade em Blattella germanica e Sitophilus
oryzae (L.). Também em altas concentracdes, o d-limoneno apresentou toxicidade contra ovos
e larvas de Diabrotica virgifera virgifera LECONTE (KARR; COATS, 1988).

Ezeonu e colaboradores (2000) observaram a atividade inseticida por meio da
pulverizacdo de extratos volateis da casca de duas espécies de laranja, C. sinensis (L.) Osbeck
e C. aurantifolia (L.). Ambas exibiram, em graus diferentes, atividade inseticida contra
mosquito, barata e mosca. A atividade inseticida foi melhor no maior periodo de exposicdo
(60 minutos) em comparacdo aos 30 minutos de pulverizacdo. Os extratos volateis de C.
sinensis (L.) Osbeck mostraram melhor potencia inseticida, e a barata (Blattella germanica
L.) foi a espécie mais susceptivel aos efeitos da casca da laranja dentre os trés insetos
estudados.

Zayed e colaboradores (2009) estudaram o efeito do 6leo extraido de C. limon (L.)
Burm. sobre as larvas do inseto Culex pipiens fatigans e encontrou uma relacdo positiva entre
o0 tempo de exposicao e a porcentagem de mortalidade das larvas.

O extrato da casca de C. aurantium (L.) foi avaliado quanto a sua toxicidade contra a
mosca-da-oliveira (Bactrocera oleae Gmelin), e mosca-do-mediterraneo (Ceratitis capitata
Wiedemann). As moscas Bactrocera oleae Gmelin foram mais susceptiveis ao extrato do que
a C. capitata Wiedemann em bioensaios residuais e de contato. Ambos 0s sexos de B. oleae
Gmelin foram igualmente suscetiveis nos dois testes. Entretanto, machos de C. capitata
Wiedemann foram mais susceptiveis que as fémeas, fato que pode ser explicado pela sua
melhor capacidade de metabolizar inseticidas quimicos (SISKOS et al., 2008).

CONCLUSOES

Os oleos essenciais de plantas do género Citrus sdo abundantes em compostos
biologicamente ativos que podem atuar de varias formas na promocéo a satde. Sua potente
acdo antioxidante é atribuida a presenga de compostos fendlicos, principalmente aos

flavonoides. Esses compostos além de apresentarem acdo sequestrante de radicais livres,
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também atuam no combate aos processos inflamatdrios via inibicdo de mediadores pro-
inflamatorios. A atividade inibitoria da AChE constitui um significativo efeito induzido por
cumarinas e principalmente por monoterpendides, como o d-limoneno. E também devido a
presenca de d-limoneno que os extratos de Citrus apresentaram acgdes toxicas em insetos,

representando uma alternativa em potencial farmacoldgico aos inseticidas sintéticos.
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RESUMO - A caracterizacdo Quimica do 6leo essencial das folhas (OEF) de Citrus sinensis
(L.) Osbeck (laranja) resultou na identificagio da mistura de limoneno, neril acetato,
citronelol, neral, e trans geraniol. As estruturas dos compostos do 6leo essencial foram
identificadas por CG/EM e comparacdo com dados da literatura. Os efeitos da administracédo
oral aguda com doses repetidas do 6leo essencial das folhas de C. sinensis foram investigadas
sobre os parametros bioquimicos e hematol6gicos em camundongos Swiss machos adultos. Os
camundongos (grupo n=9) foram tratados por um periodo de 30 dias com o OEF de C.
sinensis nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg por peso de animal e os parametros hematoldgicos
e bioguimicos foram avaliados. Conclui-se que a administragdo aguda com doses repetidas do
OEF de C. sinensis ndo produziu efeitos tdxicos sobre os parametros bioguimicos,
hematol6gicos sobre os camundongos Swiss estudados. Uma reducdo nos niveis de
triglicerideos observados sugere futuros estudos com o OEF de C. sinensis para possivel uso
no tratamento de dislipidemias.

Palavras-chaves: Citrus sinensis, toxicidade, bioquimica, hematoldgica, 6leo essencial.
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ABSTRACT - Toxicity evaluation of Citrus sinensis (L.) Osbeck in male mice: a
biochemical and hematological analysis - The chemical characterization of the essential oil
of leaves from Citrus sinensis (L.) Osbeck (laranja) resulted in identification of a mixture of
limonene, neryl acetate, citronellol, neral, and trans geraniol. The structures of the compounds
of essential oil were identified by GC/MS by comparison with literature data. The effects of
the acute doses repeated oral administration of the essential oil of leaves from C. sinenses
were investigated on biochemical and hematological parameters in male adult Swiss mice.
Male rats (n=9/group) were orally treated daily for 30 days with essential oil of leaves from
C. sinensis at the doses of 50, 100 and 200 mg/kg body weight and the biochemical and
hematological parameters evaluated. In conclusion, the acute doses repeated administration of
essential oil of leaves from C. sinensis does not produce toxic effects on most of the
biochemical and hematological parameters of Swiss mice studied. A reduction in triglyceride
levels observed suggest further studies of the essential oil of C. sinensis for possible use in the
treatment of dyslipidemia.

Keywords: Citrus sinensis, toxicity, hematology, biochemistry, essential oil.
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INTRODUCAO

Os oleos essenciais (OE) podem ser encontrados em muitas plantas aromaticas tais
como as plantas citricas. As frutas citricas séo as mais cultivadas no mundo, sendo a laranja a
principal delas. A producdo de laranjas e a industrializagdo do suco estdo concentradas em
quatro paises, sendo o Brasil o primeiro deles, respondendo por um ter¢co da producédo
mundial da fruta e quase 50% do suco fabricado. Aproximadamente 70% € processado e 30%
vai para o consumo interno. O 0leo essencial de laranja, extraido do pericarpo do fruto, € um
subproduto da industria do suco (SILVA-SANTOS et al., 2006).

Os Citrus compreendem uma cultura cultivada em mais de 100 paises em todo o
mundo em areas tropicais e subtropicais, onde as temperaturas sdo predominantemente
guentes (SINGH; RAJAM, 2009). Os oleos citricos sdo muito versateis e sdo principalmente
usados para aromatizar alimentos, bebidas, cosméticos e produtos de uso doméstico. Na
terapéutica sdo conhecidos por exibir importantes atividades: antimicrobiana, antiflngica,
antibacteriana, antiviral e antiparasitarios (FUSELLI et al., 2008.). Os OE de espécies de
Citrus sdo obtidos de diferentes partes da planta por prensagem a frio das cascas e por
destilacdo e apresentam: terpenos, sesquiterpenos alifaticos, derivados oxigenados e
hidrocarbonetos aromaticos. Tem uma proporcao diferente de limoneno, a-pineno, B-pineno,
mirceno, linalol e terpineno. Os monoterpenos sdo 0s constituintes mais importantes dos OE
de frutas citricas. (MONAJEMI et al., 2005)

Portanto, diante da grande utilizacdo desses Citrus é importante realizar analises de
sinais clinicos de toxicidade e ganho ou perda de massa corporal de animais tratados com OE
destes Citrus. O acompanhamento da massa corporal do animal é um importante indicador
para a avaliacdo da toxicidade de uma substancia (IATSYNO et al., 1978). No presente
trabalho, foi realizada extracdo do 6leo essencial das folhas de C. sinensis (L.) Osbeck. Apos
a extracdo do oOleo essencial foram avaliados os seus efeitos apds administracdo aguda em
doses repetidas em parametros bioquimicos e hematoldgicos de camundongos, além de seu

efeito sobre a massa de algumas visceras.

MATERIAL E METODOS
MATERIAL VEGETAL

As folhas obtidas de C. sinensis para o referido estudo foram coletadas as 8 horas da

manha do més de Fevereiro de 2010 de hortas medicinais existentes nas proximidades do
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Campus Senador Helvidio Nunes de Barros da Universidade Federal do Piaui no municipio
de Picos, Piaui. As exsicatas da espécie (NUimero 27.143) foram depositadas no Herbario

Graziella Barroso da Universidade Federal do Piaui.
EXTRACAO DO OLEO VOLATIL

O oleo essencial de C. sinensis foi obtido, partindo-se de 1.080 g de folhas frescas
trituradas e utilizando-se o sistema de hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger durante o
periodo de quatro horas. O 6leo coletado foi subsequientemente seco com sulfato de sodio
anidro (Na,SO,) e mantido sob refrigeracdo até a realizacdo da andlise. O rendimento do 6leo
foi de 0,17%, calculados com base nos volumes de 6leo obtido e do peso do material vegetal

fresco.
ANALISE DO OLEO VOLATIL E IDENTIFICACAO DOS CONSTITUINTES

A andlise dos constituintes volateis foi realizada em cromatrografo a gas da marca
Shimadzu, modelo GC 17 A, acoplado a um espectrometro de massa CG/EM QP5050A
equipado com coluna capilar de silica fundida J & Scientific ndo-polar DB-5, (30 m
comprimento X 0,25 mm de espessura e 0,25 pum de espessura do filme); as condicdes de
operacdes foram: temperatura do injector a 250 °C interface de 270 °C e a coluna foi
programada para operar 50 °C, com elevacéo da temperatura na taxa de 5° C min™, até 180 °C
e taxa de 10 °C min™ até a temperatura de 250 °C (ADAMS, 1995), carreado por gés hélio;
velocidade de fluxo 1 mL/min e modo de divisdo.Os espectros de massas foram gravados a
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 espectrdmetro Wiley e outros dois computadores utilizando indices de retencdo
como uma pré-selecdo, bem como por comparacdo visual da fragmentacdo padrdo com
aqueles relatados na literatura. (ADAMS, 1995)

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
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Federal do Piauf. Os animais receberam 4gua e dieta (Labina®) ad libitum e foram mantidos
sob condicdes controladas de iluminacéo (ciclo 12h claro/escuro) e temperatura (23 + 2 °C).

Trinta e sete camundongos correspondendo a quatro grupos (n = 10 / grupo controle e
n =9/ grupo com oOleo essencial de C. sinensis foram tratados durante 30 dias consecutivos,
por via oral, com o 6leo essencial de C. sinensis nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg dissolvido
em Tween 80 0,05% (grupos OECS 50, OECS 100 e OECS 200), Tween 80 0,05% (grupo
Tween 80) ou solucdo salina 0,9% (grupo controle).

Durante o tratamento, a massa corporal dos animais foi registrada a cada 2 dias e 0s
animais avaliados quanto a sinais clinicos de toxicidade, consumo de &gua e racdo. Ao final
do tratamento, os animais foram submetidos a um jejum de 12 h e anestesiados com
penabarbital sédico (40 mg/kg, i.p.).

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 pardmetros
hematoldgicos, e o outro, sem anticoagulante, para obtencdo do soro para avaliacdo dos

parametros bioquimicos.
ANALISE DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Para analise bioguimica, o material foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e,
em seguida, determinados os parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina
(ALP), bilirrubinas total e direta, proteinas totais e acido Urico. Os ensaios foram realizados

em aparelho automatico Labmax 240 com sistemas comerciais da LABTEST®.
ANALISE DOS PARAMETROS HEMATOLOGICOS

Os valores para eritrocitos, leucocitos, plaguetas, hemoglobina, hematocrito e 0s
indices hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM) e concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram determinados
imediatamente apds a coleta atraves do analisador automatico de células hematoldgicas Advia
120/hematology (Siemens). A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada em extensdes
coradas com May-Grinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células foram analisadas e

contadas.
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ANALISES ESTATISTICAS

Os valores encontram-se expressos como meédia * erro padrdo da média (E.P.M.). As
diferencas entre os grupos foram determinadas através da Analise 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

Os rendimentos, a composicdo quimica e as percentagens relativas dos picos dos
constituintes encontrados no 6leo volatil da amostra obtida a partir das folhas de C. sinensis
estdo apresentados na Tabela 1. O rendimento calculado com base no peso das folhas frescas
foi determinado como sendo 0,17%.

A identificacdo de derivados volateis foi realizada por interpretacdo automatizada de
espectros de massa dos constituintes na amostra de 6leo e ainda pelo indice de reten¢do. Um
total de nove derivados, exclusivamente monoterpenos, foi caracterizado, correspondendo a
93,38% dos derivados identificados. O constituinte mais abundante encontrado nas folhas de
C. sinesis foi o limoneno, teve uma porcentagem de area de (20%) assim como descrito na
literatura para outras espécies de Citrus (TU et al., 2002).

Durante o tratamento, ndo foram observados sinais clinicos de toxicidade e nenhuma
morte foi registrada. O tratamento agudo com doses repetidas do 6leo essencial de C. sinensis
ndo alterou de forma significativa o peso corp6reo dos animais. Esses resultados sdo
contrarios aos efeitos do extrato do fruto de uma espécie de Citrus, a Citrus aurantium em
ratos produziu uma reducdo do consumo de alimento e do ganho de peso corporal e um indice
significativo de mortalidade dos animais (VENDRUSCOLO et al, 2005).

Os resultados mostram que a administracdo oral por 30 dias com dleo essencial
extraido de C. sinensis 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 adicéo, a atividade geral dos camundongos nédo foi alterada, assim como seu
consumo de racéo e agua.

O acompanhamento da massa corporal do animal é um importante indicador para a
avaliacdo da toxicidade de uma substancia (IATSYNO et al., 1978). O 6leo essencial extraido
de C. sinensis néo alterou o ganho de massa corporal dos camundongos. Os resultados obtidos

foram semelhante a estudos feitos com animais tratados com outros compostos extraidos
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também de plantas medicinais (SPINELLA, et al , 2001; CAVALINI, et al 2005,
HARKNESS; WAGNER, 1993), ndo evidenciando dessa forma monstrarem sinais de

toxicidade.

TABELA 1: Analise morfolégica macroscopica de camundongos Swiss, tratados com

6leo essencial de C. sinensis por via oral durante 30 dias

Orgaos (g) Controle OECS 50 OECS 100 OECS 150
(n=10) (n=9) (n=9) (n=9)
Coragédo 0,090 + 0,003 0,090 + 0,005 0,098 + 0,007 0,093 + 0,003
Figado 0,812 + 0,045 0,819 + 0,100 0,817 £ 0,035 0,835+ 0,050
Baco 0,058 + 0,010 0,067 £ 0,015 0,063 £ 0,015 0,065 + 0,008
Rim 0,096 + 0,016 0,088 £ 0,011 0,096 + 0,018 0,091 £0,014
Cérebro 0,145+ 0,013 0,145 £ 0,027 0,148 + 0,017 0,158 £ 0,019
Pulmao 0,141 £0,012 0,152 £+ 0,022 0,140 £ 0,012 0,145 + 0,017
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 solucdo salina 0,9% (Controle) e com 6leo essencial de C. sinensis nas doses 50
mg/kg (OECS 50), 100 mg/kg (OECS 100) e 200 mg/kg (OECS 200) durante 30 dias. Os
valores representam a média + E.P.M. dos valores expressos em termos de massa relativa
9/100g do numero de animais usados nos experimentos. n — representa 0 numero de animais
em cada grupo. As visceras foram cuidadosamente removidas apds a eutandsia por
aprofundamento de anestesia etéria. Em seguida, dissecadas e determinada suas massas

Umidas em balanca analitica.

O tratamento agudo com doses repetidas com 6leo essencial extraido de C. sinensis em
camundongos nas doses de 50 e 100 mg/kg, de forma geral, ndo induziu modificagbes com
significado clinico importante no perfil bioguimico (Tabela 2). Entretanto, os camundongos
tratados com a dose de 200 mg/kg do oleo essencial extraido de C. sinensis apresentaram a
maioria dos parametros dentro da faixa de referéncia (VIJAYALAKSHMI, 2000), exceto para
o valor da uréia e triglicerideos, no grupo tratado com a maior dose, 0s quais diminuiram de

forma significativa em 63,4 e 70% quando comparados ao grupo controle, respectivamente
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(p<0,05), assim, como a AST que aumentou em 34% (p<0,05), no grupo tratado com 200

mg/kg de 6leo essencial extraido de C. sinensis em relagdo ao grupo controle (Tabela 2).

TABELA 2. Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos Swiss, tratados

com 6leo essencial de C sinesis por via oral durante 30 dias.

Parametros Controle OECS 50 OECS 100 OECS 200
(n=10) (n=9) (n=9) (n=9)
Glicose (mg/dL) 88,74 + 0,10 91,22 +1,82 93,67 £1,70? 98,56 + 0,582
Uréia (mg/dL) 54,67 £ 0,22 49,78 +£1,37% 50,89 + 1,452 20,00 £ 1,672
Creatinina (mg/dL) 0,36 £ 0,01 0,38 £0,01 0,37 £0,01 1,00 + 0,012
Triglicerideos (mg/dL) 106,7 + 0,05 92,56 + 3,982 100,6 + 3,12 31,11 + 4,392
Albumina (g/dL) 6,64 + 0,03 3,78+ 0,28 4,00 £0,41 1,09+ 0,19
AST (U/mL) 91,40+1,81 90,78 £ 2,07 91,67 £1,92 122,89 + 12,752
ALT (U/mL) 57,83 +0,81 53,22 £2,03 52,00 + 1,89 71,89 + 4,122
Fosfatase alcalina (U/L) 157,6 +0,97 138,89+ 1,97% 140,56 +2,28 126,33 £5,072
Bilirrubina total (mg/dL) 0,16 + 0,02 0,25+ 0,012 0,26 £ 0,012 0,30 £ 0,022
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,12 + 0,002 0,25 £ 0,012 0,15+ 0,012 0,18 £ 0,022
Amilase Pancreatica (U/dL) 648,9+ 10,27 6279+899 6289+ 1282 704,4 +176,9

Legenda: Parametros bioquimicos obtidos do soro de camundongos machos Swiss, tratados
por via oral com solucédo salina 0,9% (Controle, n = 10) e com 6dleo essencial de C. sinensis
(OECS) nas doses 50 mg/kg (OECS 50, n =9), 100 mg/kg (OECS 100, n =9) e 200 mg/kg
(OECS 100, n =9) durante 30 dias. Os valores representam a média + E.P.M. do numero de
animais usados nos experimentos. n — representa 0 nimero de animais em cada grupo. a = p <
0,05, quando comparados ao grupo controle (ANOVA e teste t - Student—Newman—Keuls

como post hoc test);

De fato, o 6leo essencial extraido de C. sinensis nas doses de até 200 mg/kg por via
oral ndo produziram morte em camundongos de ambos 0Ss sexos, por um periodo de
observacdo de até 30 dias. Embora de um modo geral o perfil bioquimico dos animais
estivesse dentro dos valores de referéncia (VIJAYALAKSHMI, 2000), a maioria dos valores

apresentaram variacao significativa em relagéo ao grupo controle.
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Os niveis séricos de triglicerideos teve uma diminuicéo significativa nos camundongos
tratados com a dose de 200 mg/kg do Oleo essencial extraido de C. sinensis. Os dados da
literatura para os valores de triglicerideos (Tabela 2) s@o inferiores aos encontrados para o
grupo controle, mais superiores para o encontrado para o grupo OECS 200 mg/kg (DOYAMA
et al., 2005; DANTAS et al., 2006; MARTIN et al., 1981). Com esse resultado, € sugerido
mais estudos para uma possivel comprovacdo da agdo do dleo essencial extraido de C.
sinensis na reducdo dos niveis séricos de triglicerideos e um possivel tratamento de

dislipidemias.

TABELA 3. Parametros hematolégicos de camundongos Swiss, tratados com 6&leo

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

Parametros Controle OECS 50 OECS 100 OECS 200
(n=10) (n=9) (n=9) (n=9)

Hemaécias (mm°) 8,64 + 0,03 7,78 £ 0,222 8,00 +0,242 8,63 +£0,04
Hemoglobina (g/dL) 14,37 £ 0,15 14,02 £ 0,10 14,00 £ 0,17 14,97 + 0,022
Hematocrito (%6) 44,15+ 0,30 43,78 £ 0,15 43,33+0,29 41,93 +0,342
VCM (fL) 49,67 £ 0,04 49,00 £ 0,24 48,89 + 0,26 52,22 +1,10°
HCM (pg) 16,64 + 0,03 1533+0,372  1556+0,34® 17,89+ 0,422
CHCM (g/dL) 36,50+ 0,14 33,80+0,728  34,22+0,62¢  33,89+0,422
RDW (%) 13,67 £ 0,04 14,11 £ 0,26 14,11 £ 0,26 15,56 + 0,602
Plaquetas (mm?) 292,40+0,83 310,56 £526 310,56 +£5,18 563,22 +4,12%

Leucécitos totais (mm°) 8,63+ 0,03 7,48 +0,78 7,16 + 0,39 6,83+0,74
Neutrofilos (%) 18,66 £ 0,04 16,11 £ 1,21 17,44 + 1,41 17,89 £ 0,82
Linfocitos (%) 78,12 +0,31 81,22 + 0,68 81,22 +2,68 86,56 + 2,80?

Monécitos (%) 2,34 £ 0,02 2,89 £ 0,26 3,00 £ 0,37 3,44 +0,37°

Legenda: Parametros hematoldgicos obtidos de camundongos machos Swiss, tratados por via
oral com solugdo salina 0,9% (Controle) e com 6leo essencial de C. sinensis nas doses 50
mg/kg (OECS 50), 100 mg/kg (OECS 100) e 200 mg/kg (OECS 200) durante 30 dias. Os
valores representam a média + E.P.M. do numero de animais usados nos experimentos. n —
representa 0 numero de animais em cada grupo. a = p < 0,05, quando comparados ao grupo

controle (ANOVA e teste t - Student—Newman—Keuls como post hoc test);
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De maneira semelhante, observou-se que o tratamento oral dos animais com o 6leo
essencial extraido de C. sinensis ndo alterou significativamente o perfil hematoldgico (Tabela
3), embora tenham sido observadas mudancas nos leucdcitos totais, neutréfilos, linfdcitos e
monocitos. A contagem diferencial de neutrdfilos, linfocitos, e mondcitos revelou, embora
dentro dos limites de referéncia (DOYAMA et al., 2005), pequenas flutuacbes, porém sem
indicativo de importancia clinica. Quando comparados os grupos controle e tratados com o
Oleo essencial extraido de C. sinensis com grupo tratado com Tween 80 0,05% ndo foram
observadas mudancas significativas em nenhum dos parametros hematoldgicos. A contagem
do nimero de eosindfilos ndo foi possivel devido a pequena quantidade dessas células nas

amostras analisadas.

CONCLUSOES

A extracdo do 6leo essencial de C. sinensis resultou na identificacdo de uma maioria
de monoterpenos. Baseados nos resultados obtidos a partir dos estudos hematoldgicos e
bioquimicos do sangue dos camundongos adultos, conclui-se que a administracdo aguda com
doses repetidas do 6leo essencial de C. sinensis ndo produz efeitos toxicos sobre a maioria dos
parametros bioquimicos e hematoldgicos estudados de camundongos Swiss adultos. Uma
reducdo dos niveis de triglicerideos observada sugerem mais estudos do 6leo essencial de C.

sinensis para um possivel uso no tratamento das dislipidemias.
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Constituintes quimicos, atividade anticolinesterasica e ensaios antioxidantes do 6leo
essencial de folhas de Citrus sinensis (L.) Osbeck.
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Teresina-Piaui, 64.049-550, Brasil.

*Departamento de Quimica, Instituto Federal do Piaui, 64000-040, Teresina, Piaui, Brasil.

RESUMO - Citrus sinensis (L.) Osbeck uma planta medicinal usada no Nordeste do Brasil. A
analise do 6leo essencial (OE) de C. sinensis revelou a mistura dos compostos: limoneno
(20,14%), mirceno (0,64%), trans- beta-ocimeno (0,73%), linalol (2,58%), citronelal (1,23%),
citronelol (30,42%), neral (1,71%), geranial (31,42%) e beta-cariofileno (2,04%). Neste artigo
realizou-se analise in vitro e in vivo sobre a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE) e
o potencial antioxidante no hipocampo de camundongos Swiss, com o 6leo essencial (OE) das
folhas de C. sinensis nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. O valor da concentragdo de inibicédo
da OE foi Cl 5o = 63 ug/mL enquanto que foi obtida o valor de Clsp= 1,87 pg/mL para 0
padrdo (neostigmina). Os resultados analisados, demonstram que com a utilizacdo do
tratamento OE em camundongos, houve uma diminuicéo significativa na atividade da AChE
no hipocampo, o que justifica a busca de compostos inibitorios na espécie C. sinensis. Para a
atividade antioxidante foi observada uma significativa reducdo de 20% sobre a peroxidacao
lipidica no hipocampo de camundongos tratados com dose de 150 mg/kg, reduzindo assim o
estresse oxidativo e a formacdo de nivel de nitrito que tiveram uma reducao significativa em
todos os grupos, sugerindo um efeito neuroprotetor contra lesdes cerebrais.

Palavras-chaves: Citrus sinensis, Acetilcolinesterase, Antioxidantes.
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ABSTRACT - Chemical constituents, antioxidant activity anticholinesterase and testing
of essential oil of leaves of Citrus sinensis (L.) Osbeck. - Citrus sinensis (L.) Osbeck
medicinal plant widely used in Northeastern Brazil. The analysis revealed that the essential oil
(OE). C.sinensis mixture is constituinted of the compounds: limonene (20.14%), myrcene
(0.64%), trans-beta-ocimene (0.73%), linalool (2.58%), citronellal (1.23%), citronellol
(30.42%), neral (1.71%), geranial (31.42%) and beta-caryophyllene (2.04%). This paper we
intend to evaluate in vitro and in vivo antiacetylcholinesterase (AChE) activity and
antioxidant potential in the hippocampus of Swiss mice with at doses 50,100 and 200 mg/kg
essential oil (EO) of the leaves from C. sinensis. The value of the inhibition concentration of
EO was ICsp = 0.07 pg/mL was obtained while the value of 1Cso = 1.87 pg/mL for the
standard (neostigmine). The results analyzed, demonstrate that using the EO treatment in
mice, there was a significant decrease in AChE activity in hippocampus, which justifies the
search of compounds inhibitory in C. sinensis. For the antioxidant activity was observed a
significant at reduction of 20% in hippocampus of mice treated with dose 150 mg/kg on lipid
peroxidation, thereby reducing oxidative stress and the formation of nitrite level that had a
significant reduction in all groups, suggesting a neuroprotective effect against brain injuries.

Key-words: Citrus sinensis, Acetilcholinesterase, Antioxidants.
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INTRODUCAO

As plantas da familia Rutaceae compreendem 140 géneros com aproximadamente
1.300 espécies, a maioria das quais sdo Citrus (cerca de 70 espécies) e Terminalia (cerca de
200 espécies). Sdo especies cultivadas em mais de 100 paises ao redor do mundo em areas
tropicais e subtopicqal, onde as temperaturas sdo sempre quentes (SINGH; RAJAM, 2009)
Algumas espécies de Citrus tem um amplo espectro de atividades biologicas, incluindo
antibacteriana, antioxidante, antiviral, antifangico, analgésico e antiinflamatérios (EZZAT,
2001; GUTTKIND, et al 1981, LUZIA; JORGE, 2009).

Espécies do género Citrus sdo ricas em flavondides, 6leo essencial, pectinas e
cumarinas (KUSTER et al, 2003). Citrus limon (L.) Osbeck (Rutaceae), popularmente
conhecida como "limao", tem um composto importante em seu 6leo essencial, o limoneno. O
6leo essencial de C. limonia (L.) Osbeck tem atividade larvicida sobre Aedes aegypti L.
(FURTADO et al., 2005). As frutas citricas sdo conhecidas por conter antioxidantes naturais
em oOleo, polpa de semente e casca. De acordo com estudos (PEREIRA, 1996) o extrato
metanolico de sementes de limdes de C. aurantifolia (Christm.), apresentou atividade
antioxidante. Além disso, testes para inibicdo AChE "in vivo" desta espécie, apresentou
resultado positivo (GUPTA; GUPTA, 1997).

C. sinensis (L.) Osbeck é uma espécie conhecida popularmente conhecida como
"laranja". Estudos do 6leo volatil das cascas das frutas desta espécie mostraram atividade
ansiolitica e hipnética (CARVALHO-FREITAS; COSTA, 2002). O extrato alcootlico da casca
de frutos mostrou efeitos antiespasmodico (FOSTER et al., 1980). Os frutos apresentaram
atividade inibidora in vitro potente sobre rotavirus (HYUN et al., 2000) e ainda atividade
antimicrobiana (CACERES et al., 1987). Estudos tém demonstrado que 06leo essencial de C.
sinensis, assim como extratos de sementes, tem uma eficaz acdo de repelir insetos
(FERNANDES et al., 2002).

Estudos mostraram que o hipocampo é essencial para a estrutura da memoria curta que
é dramaticamente afetada em individuos com a doenga de Alzheimer (DA. Um promissor
tratamento para a DA é o aumento do nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores da
AChE (ENZ et al., 1993, SERENIKI et al., 2008). Neste artigo pretendeu-se avaliar in vitro e
in vivo a atividade anticolinesterase e o potencial antioxidante em hipocampo de ratos adultos

com Gleos essenciais extraidos das folhas de C. sinensis (L.) Osbeck.
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MATERIAIS E METODOS
MATERIAIS VEGETAIS E OLEOS ESSENCIAIS

O material vegetal (folhas, flores e frutos) foi coletado por Chistiane Mendes Feitosa,
em fevereiro de 2010, na cidade de Picos, Estado do Piaui, Brasil; sua exsicata foi depositada
no Herbario Graziella Barroso, da Universidade Federal do Piaui sob o nimero 27.163.
Folhas frescas (2,0 kg) foram submetidas a hidrodestilacdo por um periodo de 3h utilizando
um aparelho tipo Clevenger. O 6leo essencial obtido foi retirado da presenca de agua usando-
se sulfato de sodio anidro e armazenados em recipiente de vidro escuro sob refrigeracdo a 5 +

1 °C até o uso.

ATIVIDADE ANTICOLINESTERASE "IN VITRO"

O efeito inibitério da enzima acetilcolinesterase (AChE) em 6éleos foi avaliada pela
adaptacdo do meétodo de Ellman e colaboradores (ELLMAN et al, 1961) em
espectrofotométrico. 100 uL do oleo essencial (0,1%, 0,075%, 0,05%, 0,025% e 0,01%) em
50 mmol/L Tris-HCI, pH 8, metanol 10%) foi misturado com 100 uL de AChE (0,22 U/mL
em 50 mmol/L Tris-HCI, tamp&o pH 8 , 0,1% BSA) e 200 uL de tamp&o (50 mmol/L Tris-
HCI, pH 8, 0,1% BSA). A mistura foi incubada por 5 min a 30° C em uma cubeta 1 mL.
Posteriormente, 500 pL de &cido ditiobisnitrobenzdico (DTNB) (3 mmol/L em Tris-HCI, pH
8, 0,1 mol/L de NaCl, 0,02 mol/L MgCl,) e 100 uL de iodeto de acetiotiocolina (ATCI) (4
mmol/L em agua) foram adicionados. Um branco também foi preparado substituindo a
enzima AChE com 100 uL de tampdo (50 mmol/L Tris-HCI, pH 8, 0,1% BSA). A reacdo foi
monitorada por 5 min em 412 nm e velocidade inicial (V0) gravada. Tampéao (0,1% de
metanol em 50 mmol/L Tris-HCI, pH 8, 10%) foi utilizado como controle negativo. A
atividade anticolinesterdsica (% 1) foi calculada da seguinte forma: |1 (%) = (1 - Vo
amostra/VVo do branco) x 100, Vo amostra e Vo branco representam as velocidades iniciais de
controle positivo, amostras e do branco. Os valores Cls, foram obtidos usando plotagem Log
Probit, e 0 medicamento neostigmina (Atrovent ®) foi usado como padrdo (ELLMAN et al.,
1961).

ATIVIDADE INIBITORIA DA ACETILCOLINESTERASE "IN VIVO"
O projeto envolvendo animais foi previamente aprovado pelo Comité de Etica

Animal, da Universidade Federal do Piaui (nimero 007/11).
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Os resultados das determinagdes da atividade enzimética da acetilcolinesterase
(AChE) no hipocampo de camundongos Swiss com 2 meses de idade pesando entre 20 a 30 g
tratados por via oral durante 30 dias consecutivos com doses de 50, 100 e 200 mg/kg (grupos
OE 50, OE 100 e OE 200, respectivamente), e sacrificados 1h apds o ultimo dia do tratamento
com oOleo essencial, foram expressos em nmol/mg proteina/min. Efeitos da administracdo
aguda do dleo essencial de C. sinensis, em doses de 50, 100 e 200 mg/kg na atividade da
AChE em hipocampo de ratos adultos.

Tecidos (hipocampo de camundongos machos Swiss aos 2 meses de idade) foram
homogeneizados em tampdo fosfato (pH 8,0, 0,1 mol/L) e homogeneizado de 10% (5uL) foi
adicionado em um recipiente contendo 500 mL de tampéo, 895 mL de &gua destilada e 50 uL
ditiobisnitrobenzoico é&cido (DTNB) 0,01 M e entdo a absorbancia zerada em
espectrofotdbmetro. Apds a absorcdo ser zerada foi adicionado o iodeto de acetiotiocolina
0,075 mol/L e a absorbancia foi registrada durante 3 min a 412 nm.A atividade enzimatica foi
calculada como variagdo de absorvéncia de 3 min sobre o conteudo de proteina contida nos
homogeneizados (LOWRY et al., 1951).

RESULTADOS E DISCUSSAO

TABELA 1 - Rendimento e composic¢ao quimica do 6leo essencial de folhas de C. sinensis.

Constituintes Area (%) * |K Calc.  *IK Literatura
Mirceno 0,64 989,3 991
Limoneno 20,14 1030,3 1031
Trans-beta-ocimeno 0,73 1046,0 1050
Linalol 2,58 1113,8 1104
Citronelal 1,23 1151,3 1153
Citronelol 30,42 12429 1233
Neral 1,71 1245,9 1240
Geranial 31,42 1277,8 1270
Beta-cariofileno 2,04 1413,3 1418

Total 90,91 -

* IK= Indice de Kovat (padréao de identificacao de substancia em cromatografia)
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A andlise do OE das folhas de C. sinensis por meio da cromatografia gasosa revelou a
presenca de uma mistura de compostos: limoneno (20,14%), mirceno (0,64%), trans-beta-
ocimeno (0,73%), linalol (2,58%), citronelal (1,23%), citronelol (30,42%), neral (1,71%),
geranial (31,42%) e beta-cariofileno (2,04%) (Tabela 1) que tem sua férmula estrutural

apresentada (Figura 1) pelos tempos de retencdo (ADAMS, 2001).

| =
Mirceno (1) Limoneno (2) Trans Beta ocimeno (3)
OH CHO OH
| A

Linalol (4) Citronelal (5) Citronelol (6)

N N

O
N
| |
Neral (7) Geranial (8) Beta Cariofileno (9)

FIGURA 1 - Estrutura quimica dos constituintes identificados no oleo essencial de

folhas de C. sinensis.
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FIGURA 2. Cromatograma do oleo essencial das folhas de Citrus sinensis obtido e
equipamento CG/EM Shimadzu (Modelo GC 17A).

ATIVIDADE ANTICOLINESTERASE “IN VITRO”

Os resultados do efeito inibitério da enzima acetilcolinesterase (AChE) pelo método
de Ellman o 6leo essencial de C. sinensis tem uma concentracdo inibitoria de 50% Clsg =
0,069%, obtida usando plotagem Log Probit. Esses valores foram obtidos a partir da
velocidade inicial das amostras com as cinco concentracfes diferentes e comparadas com a
velocidade do branco, no caso, a solucdo tampao. A concentracdo correspondente é igual a
621 pg/mL, para uma inibi¢do de 50%. Esses resultados estdo de acordo com estudos
realizados em 17 tipos de monoterpendides com esqueleto p-metano. Os terpenos como o
limoneno e o linalol, exercem em 164 pg/mL, uma inibicdo de 27% e 37%, respectivamente.
a mesma atividade é apresentada ao se estudar a espécie Citrus hystrix DC., que provocou
inibicdo de 10% da enzima AChE sendo que essa acdo foi relacionada a presenca dos
monoterpenos aciclicos e monociclicos como o citronelal e B-felandreno, respectivamente,

presentes no 6leo essencial extraido da folha dessa planta. (CHAIYANA et al., 2010)

ATIVIDADE DA ENZIMA ACETILCOLINESTERASE “IN VIVO”

A Doenca de Alzheimer é caracterizada histopatologicamente pela perda sinéptica
macica e morte neuronal observada em regides do cérebro responsaveis por fungdes
cognitivas, incluindo o cortex cerebral, hipocampo, cortex entorrinal e striatum ventral
(SELKOE, 2001). A estrutura essencial para a memoria através do hipocampo diminui
drasticamente em individuos afetados pela doenca de Alzheimer (DA), doenca degenerativa
gue afeta a memoria. O tratamento clinico mais efetivo para o tratamento da DA é o de
aumentar o nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores da AChE (ENZ et al., 1993,
SERENIKI et al., 2008).
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No hipocampo de camundongos Swiss tratados com o6leos essenciais de folhas de
Citrus sinensis uma diminuicdo significativa de 73, 83 e 76% na atividade enzimatica da
acetilcolinesterase (AChE) foi detectada no hipocampo dos animais tratados durante 30 dias
consecutivos, com doses de 50 mg/kg (veiculo = 9,89 + 0,19, OE 50 = 2,63 = 0,21) [p
<0,001], 100 mg/kg (veiculo = 9,89 + 0,19, OE 100 = 1,65 * 0,15) [p <0,001] e 200 mg/kg (
veiculo = 9,89 £ 0,19, OE 200 = 2,38 £ 0,12) [p <0,001], respectivamente, quando comparado
ao grupo veiculo (0,05% Tween 80 dissolvido em solucdo salina 0,9% grupo controle). Por
sua vez, os animais tratados com uma dose de 100 mg/kg mostrou uma reducao de 38% na
atividade da AChE quando comparado com o grupo OE 50 (OE 50 = 2,63 £ 0,21 1,65 + 0,15
OE 100 =) [p <0,001].

A porcentagem de inibi¢cdo do padrdo (neostigmina) foi de 95,9% e I1Cso = 1,87
pg/mL enquanto que o valor de concentragdo de inibi¢do do OE de C.sinensis foi de 1Cso = 63
pug/mL. Estudos com outros 6leos essenciais ja foram divulgados na literatura, como a
atividade anticolinesterasica do 6leo essencial in vitro das espécies Eucalyptus camaldulensis
Dehnh e Ocimum canum Sims sdo muito interessantes em comparacdo a espécie Salvia
lavandulaefolia vahl. e Rosmarinus officinalis (L.) que demonstrou alguns efeitos terapéuticos
valiosos. Na acdo, os Oleos essenciais de S. lavandulaefolia vahl., sugeriu que, para ser
relevante no tratamento da deméncia do tipo Alzheimer (PERRY et al., 2003) apresentaram
um Clsp de 50 pg/mL (SAVELEV et al., 2003), enquanto que o R. officinalis com um valor
Clso de 70 pug/mL (MATA et al., 2007) melhorando o desempenho e qualidade global da
memoria em adultos saudaveis (MOSS et al., 2003). O Oleo essencial de Salvia
lavandulaefolia vahl demonstrou também efeitos significativos sobre cognicdo (PERRY et
al., 2003).

Os principais compostos identificados nos 6leos essenciais de algumas espécies
inibidoras da AChE foram 1,8-cineol (33,9%), a-pineno (12,5%), p-cimeno (12,3%),
limoneno (11,5%) para E. camaldulensis Dehnh; 1,8-cineol (59,9%), canfora (8,1%) para O.
canum Sims. e linalol (48,7%), eugenol (27,5%) para O. basilicum L.. Exceto o composto
eugenol, todos esses compostos tém sido encontrados previamente para inibir a AChE
individualmente; 1,8-cineol sendo o mais potente seguido por a-pineno, canfora e linalol
(SAVELEYV et al., 2003, MIYAZAWA et al., 1997). As misturas dos compostos; 1,8-cineol e
a-pineno, demonstram um efeito sinérgico, enquanto que os compostos 1,8-cineol e canfora

antagonizaram a atividade anticolinesterasica (SAVELEV et al., 2003).
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FIGURA 3 - Efeitos na atividade de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) em hipocampos
de camundongos com 2 meses de idade. Utilizou-se tratamento agudo com o 6leo essencial de
C.sinensis nas doses de 50, 100 e 200mg/kg.

Legenda: Camundongos machos Swiss com 2 meses de idade que foram tratados oralmente
com Oleo essencial de C. sinensis por 30 dias consecutivos com doses de 50, 100 and 200
mg/kg (grupo OE 50, OE 100 e OE 200, respectivamente, n = 8 por grupo) e sacrificados 1 h
apos o ultimo dia de tratamento e controles com 0.05% Tween 80 dissolvido em salina 0.9%
(n =9). Valores representandos a média + E.P.M. A atividade de AChE foi determinado em 5
uL de homogenato. A analise estatistica usada foi ANOVA e t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc. a, quando comparado ao veiculo (p <0.05) b, quando comparado ao OE 50 (p
<0.05) ¢, quando comparado ao OE 100 (p <0.05).

Com base na hipétese de IAChE colinérgicos serem amplamente utilizados no
tratamento da DA (FRANCIS et al., 1999), a galantamina, um alcaldide de plantas da familia
Amaryllidaceae, € um IAChE reversivel seletivo de acdo longa e competitiva. Este composto
é considerado mais eficaz no tratamento da doenca de Alzheimer (DA) e tém menos
limitagdes que a fisostigmina e tacrina (GORDON et al., 2000). Muitas plantas tém sido
relatadas como fontes interessantes de IAChE (GUPTA; GUPTA, 1997; MUKHERJEE;
2007; FEITOSA et al 2011) A droga sintética tacrina (Cognex) foi o primeiro IAChE a ser
licenciado, mas seu uso rotineiro tem sido amplamente restrito, devido a hepatotoxicidade
(WATKINS et al., 1994). Assim, plantas que tém demonstrado atividade hepatoprotetora séo

relevantes para a procura de novas formulagcdes ou compostos que tenham acdo para o
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tratamento da DA, colaborando assim no tratamento. O tratamento e os inibidores da
colinesterase, como fisistigmina, neostigmina, galantamina, entre outros, inibem a
colinesterase, impedindo a destrui¢do da acetilcolina, facilitando a transmisséo de impulsos

nervosos no bordo do neurdnio motor.

ANALISES ANTIOXIDANTES

Estudos tém apontado que a R-amilGides encontrados em cérebros com a doenca de
Alzheimer podem induzir ao processo inflamatorio com liberagdo posterior de espécies de
radicais derivados do oxigénio (VINA et al.,, 2004, STUCHBURY; MUNCH, 2005).
Antioxidantes podem contribuir para esta quimioterapia diminuindo a formacdo de
inflamacdo (GIBSON; HUANG, 2005) por meio da sua capacidade de remover os radicais
livres. Para a atividade antioxidante é observado na Tabela 2, houve uma reducéo significativa
de 20% no nivel de peroxidacao lipidica, para o tratamento com a dosagem mais alta de 150
mg/kg nos testes da acdo antioxidante, reduzindo assim o estresse oxidativo e formacdo de
nitrito, essa dosagem apresentou uma reducdo significativa em todos os grupos, fornecendo
uma protecdo contra lesdes cerebrais nas alteragcGes neuroquimicas permanentes.

Estudos farmacoldgicos com OE de C. sinensis revelou os seus efeitos sobre o nivel
de peroxidacdo lipidica, teor de nitrito, reducdo na concentracdo da glutationa (GSH), e
atividades das enzimas antioxidantes [superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
peroxidase (GPx)]. Uma vez que esses efeitos sdo estabelecidos, podem justificar o uso deste
OE em estudos pré-clinicos e clinicos no tratamento de doencas neurodegenerativas. Oleo
essencial de espécies de C. sinensis, outra espécie do género Citrus, apresentou nivel de
tratamento de peroxidacdo lipidica e reduziu significativamente o conteudo de nitrito, mas
aumentou os niveis de GSH e SOD, catalase, GPx e atividades no hipocampo camundongos.
Estes resultados suportam fortemente a hipdtese de que o estresse oxidativo no hipocampo
pode ocorrer durante as doencas neurodegenerativas, provando que o dano hipocampal
induzida por processo oxidativo desempenha um papel crucial em distarbios cerebrais, e
também implica que um forte efeito protetor pode ser conseguido usando OE de C. sinensis
como um antioxidante (CAMPELO et al., 2011).

A analise de CG-EM para o 6leo essencial das folhas de C. sinensis revelou uma
mistura de monoterpenos, entre 0s quais 0s compostos: limoneno (20,14%), e citral [neral
(1,71%) e geranial (31,42%)].
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TABELA 2-Efeitos do OE de C. sinensis na peroxidacao lipidica (PL), a concentracdo de
nitrito e reducdo da glutationa (GSH) em hipocampo de camundongos.

Parametros PL Formacao de nitrito GSH

(nmol de MDA /g de tecido) (nmol) (1g/g peso de tecido)
Veiculo (n = 10) 1,09 £ 0,07 80,29 + 2,56 887,1 +7,58
OE 50 (n =10) 1,040 + 0,04 65,00 + 3,42 869,0 + 35,36
OE 100 (n = 10) 0,99 + 0,04 62,86 + 2,27° 831,0 + 26,3 "
OE 150 (n = 10) 0,876 +0,13*"¢ 56,43 + 3,6*"° 771,9 + 18,3*°¢

* Os valores representam as médias + EPM (n = 10). Diferencas sdo determinadas pela
Analise de Variancia (ANOVA) a = p <0,05 comparado ao tratamento com veiculo (ANOVA
e t-Student-Neuman-Keuls), b = p <0,05 comparado aos grupos OE 50 (ANOVA and t-
Student-Neuman-Keuls); ¢ = p <0,05 (ANOVA e t- Student-Neuman-Keuls test).

Plantas que tém mostrado efeitos favoraveis em relacdo aos transtornos cognitivos,
incluindo anticolinesterase, atividades antiinflamatoria e antioxidante ou outras atividades
farmacoldgicas sdo potencialmente de interesse para uso clinico no tratamento da DA. Plantas
que afetam a fungdo colinérgica no sistema nervoso central (SNC) sdo particularmente
relevantes no tratamento da DA (CAMPELO et al., 2011, HOUGHTON; HOWES, 2003).
Além de ser usado como um medicamento, IAChE é uma classe de inseticidas amplamente
utilizados (FINKELSTEIN et al., 2002).

CONCLUSAO

Os resultados analisados, demonstram que apds o tratamento em camundongos com
0o OE de C. sinensis, houve uma diminuicdo significativa na atividade da AChE no
hipocampo, o que justifica a busca de seus inibidores desta espécie. Estudos neste trabalho
mostraram que houve portanto, reducdo no estresse oxidativo e formacéo de nitrito, havendo
uma reducdo significativa em todos os grupos, proporcionando uma protecéo contra lesdes

cerebrais com mudangas neuroquimicas permanentes.
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Capitulo 4

Estudos sobre a memoria espacial em ratos tratados com o Oleo
essencial de Citrus sinensis (L.) Osbeck.
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RESUMO - A Doenca de Alzheimer esta relacionada a prejuizos na aquisicao e retengdo da
memoria que podem ser estudados no laboratorio por meio de estudos com animais, dentre
eles o labirinto aquatico de Morris, que avalia a memoria espacial em ratos. O género Citrus
tem diversos estudos sobre atividades biologicas que sdo importantes para a fungéo da
memoria, como antioxidantes e anticolinesterasica. O objetivo desse trabalho é avaliar a
memoria espacial em ratos Wistar tratados com o éleo essencial das folhas de Citrus sinensis
(L.) Osbeck. Foram 5 grupos, sendo um grupo controle negativo, tratado com solugéo de
Tween 80 a 0,5%, um grupo controle positivo tratado com neostigmina 0,5 mg/kg e trés
grupos tratados previamente com doses do 6leo essencial de folhas de C. sinensis de 50, 100 e
200 mg/kg. Os animais foram colocados em um tanque circular de fibra de vidro, com agua
cobrindo uma plataforma colocada a noroeste. A aquisi¢cdo da memdria espacial é avaliada
pelo tempo que o animal leva para localizar a plataforma depois dos treinos. De acordo com
os resultados, os grupos tratados com o OEF de C. sinensis 50, 100 e 200 mg/kg,
apresentaram resultados significativamente menores do que o grupo controle [p<0,05]
indicando uma capacidade de memaGria maior nos animais tratados, mas que devem ser
reforcados por outros testes de memoria preconizado pela literatura. Nossos resultados
indicam que os efeitos do dleo essencial de C. sinensis podem envolver o sistema colinérgico
e produzir uma reversdo do prejuizo da memoria, causado pelo excesso da atividade da
AChE.

Palavras-chaves: C. sinensis, Memoria, Doenga de Alzheimer, Labirinto Aquético de Morris.
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ABSTRACT - Effect of oral treatment with essential oil of Citrus sinensis (L.) Osbeck
na retention of spatial memory in rats evaluated in the Morris water maze — Alzheimer's
disease is related to damage in memory acquisition and retention that can be studied in the
laboratory through animal studies, including the Morris water maze, which assesses the
spatial memory in rats. The genus Citrus has many studies on biological activities that are
important for memory function as antioxidants and anticholinesterase. The objective of this
study was to assess spatial memory in rats treated with essential oil of leaves of C. sinensis
(L.) Osbeck. There were 5 groups: with a negative control group treated with a solution of
0.5% Tween 80, a positive control group treated with neostigmine 0.5 mg/kg, and three
groups previously treated with doses of essential oil of leaves C. sinensis 50, 100 and 200
mg/kg. The animals were placed in a circular tank of fiber glass, with water covering a
platform placed in the northwest. The acquisition of spatial memory is assessed by the time
the animal takes to locate the platform after being trained. According to the results the groups
treated with the EOL C. sinensis of 50, 100 and 200 mg/kg, showed significantly lower results
than the control group [p<0.05] indicating a increased memory capacity in the treated
animals, but must be reinforced by other memory tests recommended by the literature. Our
results indicate that the effects of essential oil of C. sinensis may involve the cholinergic
system and produce a reversal of memory impairment caused by excess activity of AChE

Keywords: Citrus sinensis, Memory, Alzheimer's disease. Morris Water Maze.
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INTRODUCAO

As doencas relacionadas a déficits cognitivos como a Doenca de Alzheimer e prejuizos
relacionados a aquisicdo e retencdo da memoria acometem cada vez mais pessoas,
prejudicando suas atividades de vida diéria e consequentemente interferindo na qualidade de
vida de individuos portadores das doencgas neurodegenerativas. Muitos aspectos da memoria
humana e de outros animais assemelham-se. Dessa forma, no laboratorio, os estudos sobre
memoria e aprendizagem podem ter o numero de variaveis reduzido, conhecido e melhor
controlado (Oliveira & Bizarro, 2007).

Para estudar os mecanismos envolvidos sobre a memoria de roedores, diversos métodos
tém sido propostos. Dentre eles, a tarefa do labirinto aquatico de Morris, que é um teste
comportamental para a avaliacdo da memoria espacial amplamente utilizado na literatura
(Bavaresco, 2008). Alguns estudos feitos com ratos indicam que as atividades fisicas, e o
tratamento com extrato da espécie Ginko biloba facilitam a percepcdo para encontrar a
plataforma submersa no labirinto aquatico (Wang et al., 2006; Alaei et al., 2008).

Ha relatos na literatura de trabalhos com espécies do género Citrus com atividades
bioldgicas que sdo importantes para a funcdo da memoria, a saber: antioxidantes (Campélo et
al., 2011) e anticolinesterasica (Conforti et al, 2007). Diante disso, € importante, a realizacdo
de estudos dos compostos relatados deste género na avaliacdo da memdria de ratos.

Estudos com C. sinensis, conhecida popularmente como laranja, assim como outros da
espécie Citrus, apresentou atividades anticolinesterasica in vitro, sendo, portanto, uma espécie
promissora para futuras formulacGes para doencas que envolvem a memoria incluindo a
doencga de Alzheimer.

Neste trabalho avaliamos a memdria espacial de ratos Wistar através de um experimento
com o Labirinto Aquatico de Morris, tratados previamente com o 6leo essencial das folhas de

C. sinensis.
MATERIAL E METODOS

O projeto para realizagio deste trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica da
UFPI sob parecer de numero (007/11).

Animais: Neste experimento foram utilizados ratos Wistar, machos, oriundos do
biotério da Universidade Federal do Piaui, pesando entre 250 — 300 g. Os animais foram

mantidos no laboratorio do Nucleo de Tecnologia Farmacéutica, com agua e racao a vontade,
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até o inicio dos testes. Foi controlado o ciclo de luz (12/12 h) e a temperatura climatizada (22
+1°C).

O oleo essencial de C. sinensis foi obtido, partindo-se de 1.080 g de folhas frescas
trituradas e utilizando-se o sistema de hidrodestilacdo, em aparelho tipo Clevenger durante o
periodo de quatro horas. O 6leo coletado foi subsequientemente seco com sulfato de sodio
anidro (Na,SO,4) e mantido sob refrigeracdo até a realizacdo da andlise. O rendimento do 6leo
foi de 0,17%, calculados com base nos volumes de 6leo obtido e do peso do material vegetal
fresco.

Grupos experimentais: Foi realizado um experimento, utilizando-se 5 grupos com 7
animais nos grupos controles e 6 animais nos grupos tratados com o OE. Os grupos foram
tratados da seguinte forma: controle negativo (solucdo de Tween 80 a 0,5%), controle positivo
(neostigmina 0,5 mg/kg), 6leo essencial de C. sinenesis (50 e 100 e 200 mg/kg). Em todos os
experimentos as doses foram aplicadas via oral (v.0.), antes dos treinos/testes realizados no
Labirinto aquéatico de Morris.

Teste do Labirinto aquatico de Morris (Morris Water Maze): Este teste avalia a
capacidade do animal para a aquisicdo e retencdo de memdria espacial, ao se mensurar a
laténcia para que o animal localize uma plataforma submersa em um tanque com agua opaca
(Morris et al., 1982). Foi utilizado um tanque circular de fibra de vidro, com 134,0 cm de
didmetro e 40,0 cm de altura, com uma plataforma quadrada de aco inoxidavel, com
dimens@es de 15,0 x 15,0 cm de largura e 28,5 cm de altura. Para a realizacdo do teste o
tanque foi cheio com agua até que o nivel dela ultrapasse 2,0 cm a altura da plataforma. Em
seguida a agua ficou opaca com acréscimo de amido de milho. O teste consistiu de 2 dias de
treinamento e uma sessdo de testes realizada 48 horas ap6s o Ultimo treino. Na fase de
treinamento, os ratos tinham 6 ensaios diarios, com um tempo maximo de 54 segundos para
cada ensaio e intervalos de 30 segundos, para encontrar a plataforma localizada no quadrante
noroeste e para cada teste o animal foi solto de frente para a parede do tanque, saindo de
pontos determinados aleatériamente, que ndo seja daquele onde estava a plataforma. A
aquisicdo da memoria espacial foi avaliada pela retengdo da memoria apos o término dos
treinos no teste feito no quarto dia do experimento.

Analise dos resultados: Apos a coleta dos dados, os mesmos foram tabulados em
planilhas e em seguida analisados estatisticamente, utilizando-se o “Software” GraphPad
Prisma 3.01. A comparacao entre 0s grupos experimentais, em relagdo a varidvel laténcia para

encontrar a plataforma submersa, no teste do Labirinto aquéatico de Morris, foi realizada por
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meio do teste one-way ANOVA, seguida pelo teste Newman-Keuls como post test e com 0

nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

Os resultados do teste do Labirinto Aquatico de Morris apresentaram uma redugdo
significativa no tempo que o animal leva para encontrar a plataforma submersa quando se
compara 0 grupo tratado apenas com veiculo e 0s grupos tratados com o 6leo essencial das
folhas de C. sinensis nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, com uma reducdo respectiva de
61,2%, 57,6% e 58,1% (p<0,01) e uma reducgédo de 64,1% em comparagdo ao grupo tratado
com neostigmina 0,5mg/kg (Figura 1).

Il Controle

I OE 50 mg/kg

I OE 100 mg/kg

I OE 200 mg/kg

Il NeostigminaO,5mg/kg

Figura 1 — Ratos machos Wistar com 2 meses de idade que foram tratados com doses agudas
oralmente do 6leo essencial de C. sinensis nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (grupo OE 50,
OE 100 e OE 200, n = 6) e com Neostigmina na dose de 0,5 mg/kg (n = 7).

a - quando comparado ao grupo controle tratado com veiculo (p<0.01). valor - P — 0,0021 e
F — 5,643. F critico - 2,742

DISCUSSAO

A escolha de uma tarefa para avaliar o aprendizado e a memoria de um animal, deve
levar em consideracdo a capacidade do animal de aprender a tarefa e sua capacidade de
executa-la. Na avaliacdo da cognicdo em ratos a tarefa do labirinto aquatico de Morris €
adequada, uma vez que estes animais se mostram bons nadadores e apresentam uma boa
capacidade de localizacdo espacial requerida nesta tarefa e pelo fato da &4gua ser um meio

aversivo, a tendéncia do animal é procurar escapar desse meio (Pettenuzzo, 2001).
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Nos estudos realizados anteriormente por nosso grupo de pesquisa analisando a
atividade in vitro da enzima acetilcolinesterase com o 6leo essencial (OE) das folhas de C.
sinensis foram relatados valores de inibi¢do do OE sobre a enzima acetilcolinesterase (AChE)
in vitro no valor correspondente de Clsp = 63 pg/mL em comparacao a um inibidor reversivel
da AChE, que foi utilizado como padréo (neostigmina) com o valor de Clsg = 1,87 pg/mL.

Em experimentos com labirinto aquéatico e ratos Wistar jovens, Segal et al (1988),
foram um dos primeiros pesquisadores a estudar a correlacdo entre a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) em cérebro de ratos e o desempenho em uma tarefa espacial.
Nesse estudo os autores avaliaram a atividade da enzima AChE em 43 regibes cerebrais
diferentes de ratos. A aprendizagem individual e os indices de retencdo foram encontrados e
correlacionada significativamente com o nivel da AChE em regides especificas como o corpo
estriado e hipocampo. Nesse estudo foi verificado que os altos niveis da AChE nessas regides
cerebrais previu um desempenho ruim dos ratos no labirinto aquético. Assim, a atividade
colinérgica em regides selecionadas do cérebro dos ratos deve estar envolvida na execugdo de
tarefas como a memoria espacial.

Os inibidores da AChE utilizados como tratamento da Doenca de Alzheimer (tacrina,
rivastigmina, donepezil e galantamina) alteram a fungdo colinérgica central ao inibir as
enzimas que degradam a acetilcolina como a enzima AChE, aumentando, assim, a capacidade
da acetilcolina de estimular os receptores nicotinicos e muscarinicos cerebrais (Grossberg et
al., 2003). Portanto, analisando nossos resultados podemos sugerir que os efeitos do OE. de
C. sinensis, por ser um inibidor da AChE, melhorou o desempenho dos animais tratados com
o OE, quando comparado com o grupo tratado apenas com o Tween 80 a 0,5% e um resultado
estatisticamente igual, quando comparado ao grupo tratado com um inibidor reversivel da
AChE, a neostigmina.

Pesquisas indicam que as frutas citricas tem um grande potencial antioxidante,
devido provavelmente, a concentragdo de fendis totais e flavonoides (Peter, 2011), sendo uma
importante acdo para a preservacdo da memoria, e a agdo do 6leo essencial das folhas de C.
sinensis nessa avaliacdo preliminar da memoria de ratos (Figura 1) apresentou um resultado
promissor. No entanto, com esses resultados podemos sugerir que a realizacdo de novos testes
complementares sobre o processo de memoria em ratos precisam ser feitos para justificar o

desenvolvimento de uma nova fomulacéo para o tratamento de doencas neurodegenerativas.
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