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RESUMO

ESTUDO COMPARATIVO DOS EFEITOS DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Cymbopogon
citratus E Cymbopogon winterianus (POACEAE) NO SISTEMA NERVOSO CENTRAL
DE CAMUNDONGOS.

O principal objetivo do trabalho atual foi estudar de maneira comparativa o efeito de dois
6leos essenciais, isolados das folhas de Cymbopogon citratus (Cc) e de Cymbopogon
winterianus (Cw), ervas medicinais pertencentes a familia do Poaceae e comuns na regiao
do nordeste brasileiro. Os efeitos dos OEs foram estudados no sistema nervoso central
(SNC) de camundongos. Para isso os camundongos de ambos os sexos (25 g) foram
tratados agudamente com as doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg, i.p. € submetidos aos
testes de convulsdes induzidas quimicamente (Pilocarpina, PTZ e Estriquinina), tempo de
sono induzido por barbiturico (para avaliar agao sedativa), campo aberto e rota rod (para
avaliar atividade locomotora e coordenagdo motora), labirinto em cruz elevado e nado
forgado (para avaliar atividades ansiolitica e antidepressiva, respectivamente).Os resultados
mostraram que no modelo de convulsdes induzidas por pilocarpina os efeitos nos animais
machos foram mais proeminentes com Cc (200 mg/kg), que aumentou a laténcia da primeira
convulsao (2.2 vezes) e a laténcia de morte (3.9) quando comparado aos controles. Nas
fémeas um efeito maior foi observado com Cw (200 mg/kg) na laténcia de morte (aumento
3.9). Ambos os OEs foram mais eficazes no modelo de convulsdes induzidos por PTZ,
aumentando nos machos a laténcia da primeira convulsdao em 5.9 (Cc) e 2.9 (Cw) e a
laténcia de morte em 15.6 (Cc) e 21.1 (Cw). Efeitos semelhantes, porém menores, foram
observados nas fémeas. Somente o OE de Cw foi de algum modo mais eficaz nas
convulsdes induzidas por estriquinina e os efeitos foram observados principalmente na
laténcia de morte. Ambos os OEs diminuiram significativamente o tempo de laténcia para
dormir e a duragdo do sono no teste do sono induzido por barbiturico, indicativo de atividade
sedativa. O efeito das drogas neste ultimo parametro foi dose-dependente e 0 OE de Cw
mostrou-se mais potente. Os OEs diminuiram a atividade locomotora principalmente em
suas doses mais elevadas, como avaliada pelos testes de campo aberto e rota rod,
respectivamente. A menos que para a diminuigdo no numero de entrada nos bragos abertos
com doses mais elevadas nenhum outro efeito for detectado no teste do labirinto em cruz
elevado usado para a avaliagdo de efeitos ansioliticos. Os efeitos depressores do SNC de
ambos os OEs foram confirmados pelo teste do nado forgcado onde os OEs e a imipramina
usada como droga de referéncia aumentaram o tempo de imobilidade. Nos testes in vitro os
OEs de Cc e Cw diminuiram drasticamente a liberagdo da mieloperoxidase MPO (um
biomarcador de inflamagdo) dos neutréfilos humanos, sugerindo uma potente agao
antiinflamatéria em doses muito baixas como 0.01 pg/ml. Entretanto, os OEs nao
apresentaram atividade sequestradora de radicais livres no ensaio de DPPH. Os resultados
mostraram que os OEs de Cc e Cw apresentaram efeitos sedativos e hipnéticos nas doses
usadas, sendo consideradas potentes drogas depressoras do SNC. Adicionalmente, alguns
de seus efeitos tais como o efeito anticonvulsivante parece esta associado a uma acdo de
GABAérgica.

Palavras-chave: Cymbopogon citratus. Cymbopogon winterianus. Oleos essenciais. Efeito
anticonvulsivante. Efeito sedativo. Efeito antidepressivo.



ABSTRACT

COMPARATIVE STUDY OF THE EFFECT OF THE ESSENTIALS OILS FROM
Cymbopogon citratus AND Cymbopogon winterianus (POACEAE) IN THE CENTRAL
NERVOUS SYSTEM OF MICE.

The main objective of the present work was to study in a comparative manner the effect of
two essential oils, isolated from the leaves of Cymbopogon citratus (Cc) and Cymbopogon
winterianus (Cw), medicinal herbs that belong to the Poaceae family and are common to the
Northeast Region of Brazil. Their EOs effects were studied on the mice central nervous
system (CNS). For that mice from both sexes (25 g) were acutely treated with the doses of
25, 50, 100 and 200 mg/kg, i.p., and submitted to the tests of chemically induced convulsions
(pilocarpine, PTZ and strychnine-induced convulsions), barbiturate-induce sleeping time (to
evaluate sedative actions), open field and rota rod (to evaluate locomotor activity and motor
coordination), plus maze and forced swimming tests (to assess anxiolytic and antidepressant
activities respectively). The results showed that in the model of pilocarpine-induced
convulsions the effects in males were more prominent with Cc (200 mg/kg) that increased
the latency to the 1% convulsion (2.2 times) and the latency to death (3.9) as compared to
controls. In females a greater effect was observed with Cw (200 mg/kg) on the latency to
death (3.9 increase). Both EO were more efficacious on the PTZ-induced convulsion model,
increasing in males the latency to the 1% convulsion in 5.9 (Cc) and 2.9 (Cw) and in 15.6 (Cc)
and 21.1 (Cw) times the latency to death. Similar, but lower effects were seen in females.
Interestingly, only Cw was somehow more effective on the strychnine-induced convulsions
and effects were mainly on the latency to death. Both EOs significantly decreased the
latency time to sleep and sleep duration in the barbiturate-induced sleeping time test,
indicative of sedative action. The drug’s effect in this last parameter was dose-dependent
and Cw was somehow more potent. The EOs decreased the locomotor activity mainly at
their highest doses, which also lead to falls, as assessed by the open field and rota rod tests,
respectively. Unless for the decrease in the number of entrance in the open arms with higher
doses no other effects were detected in the elevated plus maze test used for the evaluation
of anxyolytic effects. The CNS depressant effects of both EOs were further confirmed by the
forced swimming test where the EOs, unlikely imipramine used as the reference drug,
increased the immobility time. In tests in vitro Cc and Cw drastically decreased the
myeloperoxidase MPO (a biomarker for inflammation) release from human neutrophils
suggesting a potent anti-inflammatory action at doses as low as 0.01 ug/ml. However, neither
of the EOs present any radical scavenging activity in the DPPH assay. All together the
results showed that the EOs of Cc and Cw present indeed sedative and hypnotic effects and
at the range of doses used are potent CNS depressant drugs, making them potentially useful
drugs, especially as sedative and hypnotic. Besides, some of their effects such as the
anticonvulsant one seems to associated to a GABAergic action similar to that of a DZP-type
compound.

Key-words: Cymbopogon citratus. Cymbopogon winterianus. Essential oils. Anticonvulsant
effect. Sedative effect. Antidepressant effect.
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1.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais sd0 compostos organicos de estrutura quimica heterogénea
que se apresentam, em certos géneros de plantas superiores e inferiores. Sao
liquidos viscosos e podem ou ndo exalar odor (BELL; CHARWOOD, 1980;
SARTORATTO et al., 2004).

As denominacgdes atribuidas a esses 6leos devem-se as suas caracteristicas
fisico-quimicas. Como evaporam quando expostos ao ar, em temperaturas comuns,
sua principal caracteristica, sdo chamados 6leos volateis e por apresentarem aroma
intenso e na maioria das vezes agradavel constituindo verdadeiras “esséncias”,
Oleos essenciais. Por fim, devido ao fato de serem soluveis em solventes organicos,
como o éter, por exemplo, podem ser denominados de Oleos etéreos (ROBBERS et
al., 1997; SIMOES et al., 2000; VITTI; BRITO, 2003).

O termo “6leo volatil”, conforme Busatta (2006) tem sido mais usado devido a
relagdo com as propriedades fisico-quimicos da planta, ja que “6leo essencial” pode
designar também produtos odorantes ndo formados no vegetal, obtidas através da
hidrolise enzimatica de heterosideos. Sao originados do metabolismo secundario
das plantas e possuem composicao quimica complexa, destacando-se a presenca
de terpenos e fenilpropandides, preponderando os terpendides (GONCALVES et al.,
2003; SILVA et al., 2003).

Para Morais (2006) os 6leos essenciais constituem, de forma geral, uma
mistura muito complexa de hidrocarbonetos, alcoois e compostos aromaticos,
existentes em todo tecido vivo das plantas (normalmente na casca, caule, flores,
folhas, frutos, rizomas e sementes). Segundo Simdes e Spitzer (1999), embora
todos os 6rgdos de uma planta possam acumular éleos essenciais, sua composigao
pode variar conforme a localizacédo, a exemplo do 6leo das cascas de canela que é
rico em aldeido cindmico, enquanto, que as folhas e raizes dessa planta sao ricas,
respectivamente, em eugenol e canfora.

Siqui et al. (2000) ressaltam que esses Oleos constituem os elementos
essenciais contidos em muitos érgdos vegetais e estdo relacionados com diversas
fungcdes necessarias a sobrevivéncia vegetal exercendo papel fundamental na

defesa contra microrganismos. A composi¢gao quimica do 6leo essencial pode ser
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bastante variavel, de acordo com a diversidade genética, o habitat e os tratos
culturais (LEAL et al., 2001).

Oleos essenciais apresentam normalmente, um ou dois compostos
majoritarios na sua constituicdo. Sao produzidos no metabolismo secundario das
plantas, variando a intensidade e a composi¢cdo de acordo com a espécie e fatores
ambientais, geralmente especificos para um determinado 6rgao e caracteristico para
o estagio de desenvolvimento da mesma. Podem ser encontrados em pélos
glandulares (Lamainaceae), canais oleiferos (Apiaceae), bolsas lisigenas ou
esquisolisigenas (Pinaceae, Rutaceae) e células parenquimaticas diferenciadas
(Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), e podem estar presentes em diferentes 6rgéos
da planta, como flores, caules, raizes, frutos e folhas, entre outros (SIMOES;
SPITZER, 2004).

O ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo influi na
composi¢cdo quimica dos Oleos essenciais. A temperatura, umidade relativa do ar,
duracgéao total da exposi¢cdo ao sol e o regime de ventos exercem influéncia direta,
principalmente nas espécies que possuem estruturas histolégicas de estocagem de
oleos na superficie. O grau de hidratagdo do terreno e a presenga de nutrientes
também podem influenciar na composigao deles (SIMOES; SPITZER, 2004).

Os odleos essenciais podem ser obtidos através de diferentes processos,
dependendo da localizagdo no vegetal, quantidade e das caracteristicas requeridas
para o produto final. Os processos usuais sdo: prensagem ou expressao; destilagcao
por arraste a vapor; hidrodestilacdo; extracdo com solventes volateis e CO,
supercritico (SEMEN, 2005).

Dentre as técnicas supracitadas, destacam-se a destilacido por arraste a
vapor e extragdo com solventes volateis, por serem de extrema simplicidade e
reduzido custo. Outros métodos podem ser utilizados para a obtengao desses dleos,
como por exemplo: extracdo por soxhlet; extracdo por maceragao e a extracio por
ultrassom (BUSATTA, 2006; WATENABE et al., 2006). Para a avaliagdo da
composi¢cao quimica dos oOleos essenciais tem-se que os avancos das técnicas
analiticas instrumentais, aliadas a simplicidade, precisdo e rapidez, tornaram a
cromatografia gasosa (CG) um dos processos mais difundidos para analises
quimicas, por ser uma técnica de separacao eficiente para esclarecer uma
determinada estrutura, tanto na industria quanto nos laboratdrios de pesquisa

cientifica. Diversos pesquisadores destacam a cromatografia gasosa entre as
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melhores ferramentas analiticas e de extrema utilidade na analise de misturas
complexas (FALSENJAK et al., 1987; KUSTRAK; VELICKOVIC et al.,, 2002;
RADULESCU et al., 2004; VAGI et al., 2005; AVATO et al., 2005).

No que concerne a qualidade e ao acondicionamento de um dleo essencial,
especial atencdo deve ser reservada quando da sua aquisicdo para evitar um
produto adulterado. Quanto ao acondicionamento por serem fotossensiveis devem
ficar armazenados em frascos de cor ambar (mais comum) ou azul cobalto. A
observagdo minuciosa da cor e odor € de suma importancia (BRUNETON, 1993;
LAVABRE,1997).

Os Oleos essenciais sdo produtos de toxicidade elevada, tornando o uso
abusivo e sem orientacdo inaceitavel. O grau da toxicidade dependera da dose
utilizada de 6leo, em alguns casos dosagens baixas acarretam intoxicagao levando a
uma sensibilidade individual que pode provocar desde sensibilizacdo, num primeiro
momento, alergias, por contatos consecutivos, e reacdes de fotossensibilidade até
problemas mais graves, principalmente quando utilizados por via oral (SIMOES,
1999; MORAIS, 2006).

Estudos indicam que a toxicidade de alguns componentes dos 6leos volateis
constitui uma protegdo contra predadores e infestantes. O mentol e a mentona s&o
inibidores de crescimento de varios tipos de larvas. Além disso, alguns oleos
essenciais podem causar irritagdes em alguns predadores fazendo-os desistir do
ataque. Os Oleos essenciais sdo empregados para diversas finalidades, no entanto,
apesar de apresentar varias caracteristicas benéficas, ndo podem ser descartados
os efeitos tdxicos acarretados por estas substadncias que podem acarretar desde
uma simples reagdo cutanea a efeitos psicotropicos (ROBBERS et al., 1997,
SIMOES et al., 2000).

O uso terapéutico de 6leos essenciais tem se expandido por todo o mundo,
sendo amplamente utilizados contra varias doengas inflamatorias, alérgicas,
reumaticas e artrite. Até entdo tem sido estabelecido cientificamente que cerca de
60% dos Odleos essenciais possuem propriedades antifungicas e 35% exibem
propriedades antibacterianas (MARUYAMA et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2006).

Dentre as espécies produtoras de Oleos essenciais que contribuem
significativamente no volume mundial comercializado, pode-se destacar a menta

(Mentha pipperita), a citronela (Cymbopogon winterianus Jowitt.), o capim-santo
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(Cymbopogom citratus), o eucalipto (Eucalyptus sp.), a rosa (Rosa damacena), o
geranio (Pelargonium graveolens), a lavanda (Lavandula officinalis), a camomila
(Chamomilla recutita), o sandalo (Santalum album), a manjerona (Origanum
majorana) e salvia (Salvia officinalis) (GIRARD, 2005).

1.1.1 Biossintese e caracterizagao

As plantas possuem dois tipos de metabolismo. O primario constitui a
formacao das principais macromoléculas, isto é, das proteinas, dos carboidratos,
lipideos e acidos nucléicos. O metabolismo secundario produz multiplos compostos
que nao sao considerados essenciais, porém, garantem vantagem para a
sobrevivéncia da planta. Esses metabdlicos tém principalmente funcao de atragao e
de defesa (SANTOS, 2004).

Os constituintes dos 6leos essenciais sdo agrupados em duas classes
quimicamente distintas: terpendides e fenilpropandides. Os terpendides sao
constituidos de duas ou mais moléculas de isopreno e ocorrem de forma mais
abundante nas espécies produtoras de 6leo essencial, sendo mais frequente os
monoterpenos (cerca de 90% dos 6leos essenciais) e sesquiterpenos (SIMOES;
SPTIZER, 2004).

Os terpendides s&o sintetizados via mevalonato no citoplasma, o qual é
formado por condensagao de uma unidade da acetoacetil-CoA com a acetil-CoA,
seguida de uma hidrélise, formando o 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMGCoA). Em
seguida, o HMG-CoA ¢é reduzido por um processo que depende de NADPH e é
catalisado pela HMGCoA-redutase a mevalonato que, por sua vez, é convertido em
isopentenil-pirofosfato (IPP) e seu isdbmero dimetilalilpirofosfato (DMAPP). O IPP e o
DMAPP condensam-se formando o transgeranilpirofosfato, que dara origem aos
monoterpenos e sesquiterpenos. Com a polimerizagdo, sdo formadas cadeias
crescentes de cinco em cinco atomos de carbono, conforme a figura 1 (SANTOS,
2004).
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Figura 1. Biossintese de Terpenos.
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Os fenilpropandides sédo derivados da rota que inicia com a formagéo do acido

chiquimico, dando origem a fenilalanina e a tirosina que, por sua vez, com a agao da

enzima fenilalanina amonialiase (FAL), perde uma molécula de aménia resultando

na formacédo dos acidos cindmico e p-cumarico, respectivamente (Figura 2).

Portanto, por meio de varias reacdes sdo formados os fenilpropandides, tais como

eugenol e aldeido cindmico, entre outros (ROBBERS et al., 1997).

Virias reagbes O pAL
——

H H R NH;

H R=H Fenilalanina

Chiguimato R=0OH Tirosina

OH

R=H - Acido cinimico
R=0H p-cumirico

Figura 2. Biossintese dos Fenilpropandides.

Lima et al. (2003) avaliando a influéncia de fatores abioticos na produgéo de

terpendides, constataram que a baixa intensidade luminosa diminuiu a produgao de
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monoterpenos. Também concluiram que pequenas variacbes diarias de
temperaturas estimularam a producdo de terpendides, enquanto que valores
extremos causaram sua reducgédo e o aumento do teor de nitrogénio e fésforo no solo
favoreceram um maior rendimento.

Castro et al. (2004) analisando cinco amostras de mentrasto (Ageratum
conyzoides L.) em localidades diferentes do estado de Minas Gerais, nas mesmas
condigdes de cultivo, observaram que houve uma diferenca significativa na
quantidade e na composi¢ao do 6leo essencial estudado. Atribuiram o fato a varios
fatores, como constituigdo genética das plantas que influenciam na producédo de
determinados metabdlicos, época de colheita, idade da planta, horario do dia da

coleta, variedades das espécies, condi¢des climaticas e de solo.

1.2 Cymbopogom citratus

O Cymbopogon citratus é uma espécie vegetal originaria da india pertencente
a familia Poaceae (Gramineae). Constitui em uma erva perene (Figura 3), que forma
touceiras compactas e robustas de até 1,20 m de altura, com rizoma semi-
subterraneo e sua propagacgao € assexuada por divisao de touceiras e realizada a
campo (COSTA et al., 2005).

Figura 3. Cymbopogon citratus.
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A planta tem sido cultivada no Brasil de forma artesanal em pequenos
canteiros. Nos ultimos anos, entretanto, a abrupta expansdo da medicina alternativa
provocou o rapido crescimento na demanda por folhas frescas e secas do
Cymbopogon. Esses fatores fizeram com que as areas para cultivo dessa graminea
se expandissem na mesma proporgdo para atender essa demanda (VIDA et al.,
2006).

Diversos clones de Cymbopogon citratus sao cultivados para produgao
comercial de oleo essencial, conhecido internacionalmente como 6leo de “Lemon
grass”. Essa esséncia € largamente empregada como agente aromatizante em
perfumaria, industria cosmética e alimenticia por seu forte odor de limao, bem como
para obtencdo do citral, seu principal constituinte. Atualmente, o 6leo essencial
dessa planta vem sendo utilizado também como feroménio artificial para captura de
abelhas, pois proporciona um aumento real na captura e povoamento deles, o qual
se torna de suma importancia visto que a aquisicdo de novos enxames possui altos
valores comerciais (CARVALHO et al., 2005).

O componente mais importante do 6leo essencial do Cymbopogon citratus € o
citral (47% a 85%), este constituinte € uma mistura de isbmeros, geranial (a-citral) e
neral (B-citral), acompanhado em menor quantidade pelo mirceno (SIDIBE et al.,
2001).

Batista-Pereira et al. (2006) e Tapia et al. (2007) afirmaram que em menor
propor¢ao ja foram identificados outros compostos como: canfeno, citronelal,
citronelol, farnesol, geraneol, limoneno, linalol, mentol, a-pineno, B-pineno e
terpineal. Nascimento et al. (2003) salientaram que sdo usados para fins de
obtencao de dleo essencial, as folhas tanto frescas quanto secas e o seu rendimento
é de 0,28 a 0,50% da massa fresca. Os autores recomendam que a colheita do
Cymbopogon citratus seja realizada no horario de 08:00 as 13:00 horas quando é
observado uma maior concentragao de citral, pois as altas temperaturas influenciam
na qualidade do éleo.

Dentre as atividades biologicas registradas da espécie Cymbopogon citratus
destacam-se: efeito hipotensor e antiinflamatério da infusdo da suas folhas testado
em ratos (VIANA et al., 2000), acédo fungicida do 6leo essencial obtido das suas
folnas contra Aspergillus Niger (BARATTA et al.,, 1998), Aspergillus fumigatus e
Cladosporium trichoides (KISHORE et al., 1993), Didymella bryoniac (FIORI et al.,
2000), Aspergillum flavius (MISHRA; DUBEY et al., 1994), sendo que esse ultimo
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mostrou efeito superior ao promovido pelos farmacos fungicidas sintéticos, tais
como, Agrosan, Cerosan, Agrosim, Bavistin e Emison, bem como acao
antibacteriana contra organismos g-positivos e g-negativos (ONAWUNMI;
OGULANA et al., 1986).

A composig¢ao quimica e o rendimento em éleo essencial de C. citratus podem
ser variaveis, a depender da variabilidade genética intra-especifica, habitat, horario
de colheita e os cuidados com o cultivo (LEAL et al., 2001).

Por outro lado, a agricultura orgénica é conceituada como a produgao de
alimentos oriundos dos vegetais e animais sem a utilizagcdo de agrotoxicos,
fertilizantes sintéticos, reguladores de crescimento e aditivos para a alimentagao
animal e/ou outros agentes contaminantes, através de um conjunto de sistemas de
producao com enfoque holistico, que buscam a maximizagao dos beneficios sociais,
a auto-sustentacgao, a redugao/eliminagado da dependéncia de insumos, energia n&o
renovavel e a preservagdo do ambiente mediante a otimizagdo do uso de recursos
naturais e socioecondmicos disponiveis (MELLO et al., 2003).

Ja o manejo biodinamico trata a planta ndo s6 nas suas necessidades fisicas,
mas procurando alimentar seu campo energético com preparados biodinamicos
(KEMP, 2004).

Lavabre (1997) cita como agbes farmacologicas reconhecidas do Oleo
essencial de Cymbopogon citratus: antihipertensivo, antiespasmaodico, antiasmatico,
antiséptico, antiparasitario, antitérmico, antireumatico, miorrelaxante e repelente
para insetos. O autor ainda afirma que nao deve ser utilizado em pessoas com
ulceragdes de quaisquer etiologias. Quanto as vias de administragdo do supracitado
O0leo, as mais utilizadas sao oral e topica, e as especificacdes devem ser
estritamente a critério médico. Estudos realizados acerca da avaliagcédo toxicolégica
do 6leo demonstraram que as manifestagdes de toxicidade foram mais evidentes
quando ocorreu superdosagem que desencadeou congestao vascular no estbmago

e infiltrado hemorragico focal na lamina prépria do figado (SILVA et al., 1995).
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1.3 Cymbopogom winterianus

A citronela de Java (Cymbopogon winterianus Jowitt.) é originaria da india, e
foi introduzida no Brasil em meados do século XVIIl. E uma planta pertencente a
familia Poaceae (CRONQUIST, 1988; GOMES; NEGRELLE, 2003), que apresenta
uma das maiores familias de plantas englobando cerca de 500 géneros e
aproximadamente 8.000 espécies essencialmente herbaceas, denominadas
genericamente de Gramineas (UNIVERSITY OF HAWAI, 2003).

Figura 4. Cymbopogon winterianus.

O género Cymbopogon inclui cerca de 30 espécies de gramineas perenes
aromaticas, sendo a maioria destas nativas da regido tropical do Velho Mundo
(TRIPPLEBROOKFARM, 2003).

A citronela de Java é uma erva perene, herbacea, cespitosa, de 0,80 a 1,20 m
de altura. Os colmos séo eretos lisos, semilenhosos de cor verde-clara e entrends
longos. Possui caule rizomatoso e curto, semi-subterraneo, nodoso, com inumeras
raizes fortes, fibrosas e longas. Deste rizoma emerge brotagbes achatadas firmadas
pelas bainhas compridas de inumeras folhas (CASTRO; CHEMALE, 1995).

A espécie é composta por folhas planas, inteiras, lanceoladas, estreitas e
longas, invaginantes, de bordos asperos e cortantes, nervuras paralelas e apice
acuminado (CASTRO; RAMOS, 2003). Possui aroma intenso que lembra o eucalipto
(Eucaliptus citriodora) (CASTRO; CHEMALE, 1995).
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A citronela adapta-se bem em clima tropical ou subtropical, ndo suportando
frio. No seu periodo de crescimento € exigente em chuvas, porém, na colheita o
excesso de chuvas pode baixar o teor de 6leo essencial. E uma cultura exigente em
luz e em calor. Desenvolve-se bem em solos areno-argilosos a francos, permeaveis
e férteis, preferindo solos altos, secos e sem umidade excessiva (CASTRO;
CHEMALE, 1995).

A citronela apresenta problemas quanto a contaminacdo por Fusarium, um
género de fungo que também ataca o capim-limdo (Cymbopogon citratus)
ocasionando grandes perdas aos produtores destas espécies. Em se tratando de
especies medicinais e aromaticas o uso de produtos quimicos para o combate de
pragas € desaconselhavel, visto que os mesmos podem interferir na composig¢ao
quimica dos principios ativos das plantas em questdo. Tal fato é justificado pela
auséncia de produtos registrados para tais espécies (MARTINS et al., 2000).

Normalmente as plantas medicinais apresentam boa resisténcia ao ataque de
pragas, no entanto, qualquer desequilibrio que possa ocorrer, a resisténcia fica
prejudicada. Um fator que pode gerar o desequilibrio € o estado nutricional das
plantas (MARTINS et al., 2000).

Portanto, a monitoracdo do ambiente onde as plantas sdo cultivadas, o
conhecimento sobre as exigéncias nutricionais e os tratos culturais sdo de extrema
importancia para a obtengdo de plantas com qualidade fitoquimica e sanitarias. O
uso da citronela se da em diversos setores e sem duvidas o mais conhecido é a
propriedade repelente contra insetos, que se deve ao alto teor de citronelal. A
citronela de Java é a espécie que possui maiores teores de citronelal (LASZLO,
2000). Além do citronelal, a citronela é constituida pelo geraniol, juntos eles
produzem um aromo rosa-floral citrico. Além destes, contribuem na constituicdo da
planta grupos menores como canfeno (canfora), borneol (tipo camomila) e
metileugenol, todos combinando num aroma muito peculiar lembrando uma
vegetacao campestre umida (SIMON, 1990).

Além do seu uso como repelente, a citronela pode ser uma boa opgéo para
higienizar ambientes e também eliminar germes e bactérias de frutas e legumes. As
folhas da citronela eram utilizadas como cataplasma para febre e dores e para
acelerar curas, podendo também ser utilizadas no tratamento de LER (lesdo por
esforgo repetitivo). Além disso, na China a citronela também é utilizada para dores
reumaticas (LASZLO, 2000).
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Na aromaterapia € utilizada para aumentar a acuidade mental no combate a
enxaquecas e dores de cabeca, além de ser um condicionador cutaneo.
Propriedades antidepressivas, anti-sépticas, tdnicas e estimulantes também foram
verificadas (LASZLO, 2000).

Segundo Tawatsin et al. (2001), o dleo essencial de citronela associado a 5%
de vanilina numa pesquisa laboratorial repeliu trés espécies de mosquitos: o Aedes
aegypti, o Culex quin-quefasciatus e o Anopheles, por mais de 8 horas. Foram
eficazes contra o A. aegypti, mosquito causador da dengue, velas com 3% de 6leo
essencial de citronela e incensos a 5%. Coleiras com citronela também tém sido
eficazes para afastar pulgas, carrapatos e mosquitos de cachorros.

Labinas e Crocomo (2003) observaram que o 6leo essencial de citronela de
Java também apresenta acdo inseticida e de repeléncia sobre lagartas de
Spodoptera frugiperda, uma espécie que causa grandes prejuizos as lavouras de
milho. Martins (2006) realizou experimentos com diversas concentragcdes do o6leo
essencial de citronela sobre teledginas e larvas do carrapato Boophilus microplus,
bem como frente a postura e a eclosdo de seus ovos e observou que na
concentragado de 10% o 6leo essencial de citronela inibiu a postura das teledginas e
também a eclosdo dos ovos. A citronela também pode ser utilizada para combater
colicas em animais e, além disso, sua beleza exética pode harmonizar ambientes,
ajudando também no combate a erosao do solo (CASTRO; CHEMALE, 1995).

Além dessas propriedades, a citronela é utilizada na culinaria chinesa e seu
bagaco € aproveitado como ragdo animal, sendo provado que animais que se
alimentam deste bagaco desenvolvem uma maior resisténcia a doengas
(BARSOTTI, 2005).
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1.4 Disturbios Neurolégicos
1.4.1 Epilepsia

A epilepsia do lobo temporal é uma doenca crbnica que pode interferir em
inumeros aspectos sociais e psicologicos do paciente (GILLIAM et al.,, 2004), e
ainda esta frequentemente associada a um estimulo inicial precipitante, tais como:
estado epiléptico, trauma e convulsdes febris prolongadas (ENGEL, 2001; DODRILL,
2004). Sendo um dos disturbios neurolégicos mais comuns, apresenta uma taxa de
prevaléncia de 5% (DE LORENZO et al., 2001). Aproximadamente, 30 a 50% dos
pacientes epilépticos sao sintomaticos, e esta condigdo pode ser adquirida através
de um stress ambiental (DE LORENZO et al., 2000).

Pode ser definida como uma afecgcdo cronica de etiologia diversa,
caracterizada por crises repetidas, devido a uma descarga excessiva dos neurénios
cerebrais em diferentes estruturas e associada eventualmente com diversas
manifestagdes clinicas, podendo ocorrer também quando ha um aumento do nivel
basal de excitagcdo do sistema nervoso central (SNC), superior ao limiar da
convulsdo (ENGEL, 2001). De Lorenzo e colaboradores (2001) demonstraram ainda,
que a atividade convulsiva pode ocorrer apés a perda suficiente e duradoura de
neurénios em diferentes regides cerebrais.

As crises convulsivas podem ser associadas as diversas mudangas
bioquimicas em algumas areas cerebrais afetando varios neurotransmissores
(monoaminas, aminoacidos e peptideos), o metabolismo dos carboidratos, os
sistemas de segundos mensageiros (AMPc, DAG e IP3) e a expressao génica, que
poderiam esta envolvidos na fisiopatologia responsavel pelas alteragdes ao longo do
tempo dos neurdnios (MICHOTTE et al., 2000).

O epiléptico pode ser mais susceptivel a outras doengas psiquiatricas, uma
vez que, a modulacdo neuronal da ansiedade e emocado esta relacionada a
semelhantes substratos neuronais em diferentes estruturas cerebrais que podem
esta envolvidos na evolugdo das convulsdes parciais complexas e em particular na
convulsao do lobo temporal. Essas patologias podem ser associadas as mudancgas
neuroquimicas primarias e secundarias que sdo observadas durante as convulsbes
limbicas (POST, 2004).

Embora drogas antiepilépticas sejam comumente usadas para controlar e

prevenir convulsdes, seu uso prolongado carrega um risco consideravel de
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morbidade. A decisdo de iniciar uma terapia com anticonvulsivantes é tomada
apenas quando os riscos de novas convulsées superam os riscos do tratamento
(SIRVEN, 2002).

Desta forma, novos medicamentos antiepilépticos eficazes sdo necessarios
para melhorar a qualidade de vida de muitas pessoas acometidas pela epilepsia e o
estudo de drogas anticonvulsivantes com baixa toxicidade, poucos efeitos colaterais
e grande potencial terapéutico podem contribuir sobremaneira para o tratamento da
epilepsia, melhorando a qualidade de vida e restabelecimento fisico e mental dos
portadores dessa doenca em todo o mundo. Substadncias com propriedades
anticonvulsivantes tém sido exaustivamente estudadas na tentativa de se conhecer
drogas com eficacia para tipos especificos de convulsdo, bem como os mecanismos
controladores do aparecimento dessas convulsdées (TURSKI et al., 1987).

A fisiopatologia da epilepsia ainda ndo esta completamente definida. Os
modelos de convulsdo em animais reproduzem alteracbes comportamentais e
eletroencefalograficas que sédo semelhantes a epilepsia em humanos. Estes
modelos s&o utilizados para estudar o envolvimento dos sistemas de
neurotransmissores como moduladores da epileptogénese, como também permitem
observar as alteragbes comportamentais, histopatolégicas e outros dados
neuroquimicos relacionados ao processo convulsivo (COSTA-LOTUFO et al., 2002).

E um disturbio do encéfalo caracterizado por predisposicdo persistente a
gerar crises epilépticas e consequéncias neurobioldgicas, cognitivas, psicologicas e
sociais. Essa patologia requer a manifestacédo de pelo menos uma crise epiléptica,
que € definida pela ocorréncia de sinais e/ou sintomas devido a atividade anormal
excessiva ou sincronica de neurénios encefalicos (MICHOTTE et al., 2000).

A epilepsia afeta aproximadamente 1 a 2% da populagdo mundial. A faixa
etaria mais acometida € a infantil, principalmente abaixo dos dois anos, seguida
pelos idosos com mais de 65 anos e com predominio nos homens em relagcdo as
mulheres, sendo de 1,1 a 1,7 vezes. A gravidade das crises varia de episédios de
perda de atencéo até convulsdes graves, associadas a perda de consciéncia. Esses
episodios ocorrem periodicamente, de maneira imprevisivel na maioria dos casos
clinicos, comprometendo a realizagdo de atividades como conducéo de veiculos ou
tarefas do trabalho cotidiano, além da ocorréncia de ferimentos durante as crises
convulsivas (ENGEL, 2001).
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Existem muitos tipos de epilepsias ou sindromes epilépticas caracterizadas
por diferentes tipos de crise, etiologia, anatomia, fatores precipitantes, idade de
inicio, gravidade, cronicidade, comportamento circadiano, progndstico e
caracteristicas eletroencefalograficas (COSTA-LOTUFO et al., 2002).

Nas ultimas décadas, a pesquisa sobre os seus mecanismos etiopatologicos,
eletroencefalograficos e farmacologicos trouxe descobertas como o envolvimento de
genes associados a diversas sindromes, bem como aos aspectos de
neuroplasticidade envolvidos no desenvolvimento de maior susceptibilidade a crises
convulsivas em pacientes pos - lesdo encefalica — trauma craniano ou acidentes
vasculares encefalicos. Apesar disso, ainda n&o existe tratamento algum que possa
impedir o desenvolvimento da epilepsia. A farmacoterapia ainda € o principal
tratamento para epilepsia, sendo que a sua abordagem é direcionada para o
controle dos sintomas, isto €, supressé&o das crises (LEES, 2000).

A esses compostos, damos o nome de farmacos anticonvulsivantes. O
objetivo da terapia com farmacos anticonvulsivantes € manter o paciente livre de
crises com a menor interferéncia na fungdo encefalica normal. A selecdo do
medicamento anticonvulsivante € baseada primariamente na sua eficacia para os
diferentes tipos de epilepsias (BROWN, 2001).

1.4.1.1 Modelos experimentais de Epilepsia

Na tentativa de aproximar os modelos animais dos fenébmenos observados em
humanos, varias técnicas tém sido desenvolvidas mimetizando tipos especificos de
epilepsia. Para que um modelo experimental seja classificado como um modelo de
epilepsia ele deve preencher os seguintes requisitos: demonstrar a presenga de
atividade epileptiforme nos registros eletroencefalograficos e clinicamente
apresentar uma atividade semelhante aquelas observadas durante uma crise
epiléptica (FISHER, 1998).

Desde a década de 1960, esses modelos experimentais servem como
screening farmacolégico de drogas antiepilépticas (WHITE, 1997), contribuindo
paralelamente como informacgdes a respeito dos mecanismos envolvidos na génese

e manutencao das crises. A partir das décadas de 1970 e 1980, com o aparecimento
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dos modelos experimentais crénicos induzidos, sendo o principal destes o modelo
de kindling, os estudos das drogas antiepilépticas voltaram-se para a identificagéo
de agentes capazes de prevenir a epileptogénese e/ou diminuir os déficits
comportamentais de longa duracao decorrentes das crises (QUEIROZ et al., 2002).

Nas décadas de 1980 e 1990, dois outros modelos foram extensamente
utilizados: o modelo da pilocarpina e 0 modelo do acido cainico, ambos replicam
caracteristicas fenomenolégicas das epilepsias do lobo temporal (TURSKI et al.,
1987).

A administracédo oral ou sistémica desses compostos resulta em um padréo
de crise limbica duradoura bastante caracteristica (status epilepticus), que ap6s um
periodo conhecido como silencioso (de 3 a 14 dias), leva o animais a apresentar
crises espontaneas e recorrentes (TURSKI et al., 1983a). A lesao cerebral induzida
pelo status epilepticus nesses modelos pode ser considerada como equivalente a
um evento epileptogénico no ser humano, como, por exemplo, uma convulsao febril.
No quadro estdo alguns modelos experimentais e sua relagdo com as diferentes
formas de epilepsia no ser humano. Ao lado do modelo num paréntese encontra-se
o ano de sua descricao (QUEIROZ et al., 2002).



Quadro 1. Modelos experimentais de Epilepsia.

Modelo Experimental

Injecao ou aplicagio topica de metais

Cobalto (1960)
Acido tungstico (1960)
Estimulagao quimica

Penicilina (1945)

Estricnina (1900)
Pentilenotetrazol (1960)

Picrotoxina (1960)
Bicuculina (1970)

Substéncias Colinomiméticas (1949)

Hidrazinas e Piridoxais (1940)
Insulina (1940)
Oxigénio hiperbarico (1943)

Modelos com predisposi¢cdo genética

Crise audiogénica (1942)

Fotossensibilidade genética (1966)

Estimulagao elétrica
Eletrochoque (1870)
Kindling (1969)
Neurotoxinas

Acido cainico (1970)

Tipo de Epilepsia

Epilepsia focal
Epilepsia focal, grande mal

miocl6nico,
corticoreticular

Pequeno mal
epilepsia
generalizada

Crises com foco cortical

Pequeno mal e crises
generalizadas

Epilepsia do lobo temporal
Epilepsia de longa duragao

Epilepsias focais e do lobo
temporal

Crises generalizadas
Crises metabdlicas
Crises de grande mal

Crises tdnico-clonicas
Crises centro-encefalicas

Epilepsia focal
Crises parciais e generalizadas

Epilepsia do lobo temporal

Situagao

Semicrénico
Agudo

Agudo

Agudo
Agudo

Agudo e Crbnico
Agudo e Crénico
Agudo e Crbnico

Agudo
Agudo
Agudo

Agudo
Agudo

Agudo
Agudo e Cronico

Agudo e Crénico

34

Fonte: Queiroz et al., 2002
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1.4.2 Ansiedade

A ansiedade € uma emocao semelhante ao medo, porém, enquanto no medo
ha uma ameaca definida, na ansiedade, a fonte do perigo é incerta ou
desconhecida. A ansiedade manifesta-se em diferentes planos: psicologico,
fisiologico e comportamental (GRAEFF, 1997).

A sensacéao caracteriza-se por um sentimento difuso, desagradavel, e vago de
apreensao, frequentemente, acompanhado por sintomas autondmicos, como
cefaléia, palpitagdes, aperto no peito e leve desconforto abdominal. A constelagéo
particular de sintomas presentes durante a ansiedade tende a variar entre as
pessoas. A ansiedade é uma resposta a uma ameacga desconhecida, interna, vaga
ou de origem conflituosa. Quando considerada simplesmente como um sinal de
alerta, pode ser encarada como uma emoc¢ao semelhante ao medo, podendo
preparar o individuo para tomar medidas necessarias, para evitar a ameaca ou, pelo
menos, atenuar suas consequéncias (PRUT, 2003).

A ansiedade pode ser benéfica, pois conduz uma mobilizacéo e preparo para
melhor enfrentar situagdes. Torna-se patoldégica quando muito intensa ou
desproporcional ao estimulo que a originou, ou quando surge sem que haja um
motivo para isso. No estudo da psicobiologia da ansiedade os modelos animais sao
extremamente Uteis, auxiliando na compreenséo da sua fisiopatologia e tratamento.
Um dos modelos é o labirinto em cruz elevado, que inicialmente foi criado para ratos
por Pellow e colaboradores (1985) e que foi adaptado para camundongos por Lister
(1987). No labirinto em cruz elevado é possivel verificar o grau de “ansiedade” do
animal, que é corroborado pela verificagdo de um grande numero de drogas
ansioliticas (diazepam, clordiazepoxido), que aliviam a ansiedade no homem e
parece ter efeito semelhante nos ratos e camundongos neste modelo animal.

Pode-se concluir que os chamados transtornos de ansiedade sdo um conjunto
de transtornos heterogéneos, com quadros clinicos e tratamentos diferentes, assim
como os diferentes modelos animais de ansiedade abordam diferentes transtornos

de ansiedade.
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1.4.3 Depresséao

A depressao € o mais comum dos disturbios afetivos (disturbios do humor ao
invés de disturbios de pensamento ou da cognigao); pode variar de uma condi¢gao
muito branda, beirando a normalidade, a uma depressdo severa (psicotica)
acompanhada por alucinagdes e delirios. Os sintomas da depressao incluem
componentes emocionais e biolégicos. Dentre os componentes emocionais estéo a
apatia e o pessimismo, a baixa auto-estima, sentimentos de culpa, de inadaptacgao e
feiura, assim como a indecisdo e a perda de motivagdo. Os sintomas bioldgicos
incluem o retardo de pensamento e de acéo, a perda da libido, disturbio do sono e
perda do apetite (RANG et al., 2003).

Para explicar a patogenia da depress&o surgiu a hipétese das monoaminas,
que afirma que a depressao € causada por um déficit funcional das monoaminas
transmissoras em certos locais do cérebro, enquanto a mania resulta de um excesso
funcional (MANJI et al., 2001). Esta hipétese surgiu originalmente das associagdes
entre os efeitos clinicos de varios farmacos que causam ou aliviam os sintomas da
depressdao e seus efeitos neuroquimicos conhecidos sobre a transmisséo
monoaminérgica no cérebro. Um exemplo disso foi a introdugéo da reserpina, no
inicio da década de 50, quando se tornou evidente que a droga era capaz de induzir
depressdao em pacientes em tratamento da hipertensdo e da esquizofrenia, bem
como em individuos normais. Nos anos subsequentes, os estudos farmacoldgicos
revelaram que o principal mecanismo de agao da reserpina consistia em inibir o
armazenamento de neurotransmissores aminicos, como a serotonina e a
noradrenalina, nas vesiculas das terminagées nervosas pré-sinapticas. A reserpina
induzia depressdo e provocava deplecdo dos neurotransmissores aminicos; por
esse motivo raciocinou-se que a depressao devia estar associada a uma diminuigao

da transmissao sinaptica funcional amino-dependente (KATZUNG, 2003).

Apesar da teoria das monoaminas, foi sugerido que a dopamina também
participa da depressao (BROWN et al.,1993; KAPUR; MANN, 1992). A dopamina
esta implicada na regulagdo do humor (BROWN et al.,1993) e foi mostrado que em

modelos animais de depressdo, os niveis de monoaminas extracelular no cérebro
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estavam diminuidos (ROSSETTI et al., 1993). Aléem disso, tem se considerado que a
dopamina esta envolvida com os efeitos antidepressivos de drogas (JOCA et al.,,
2000), pois a bupopriona, um inibidor seletivo da recaptagdo de dopamina, é
clinicamente usado em humanos como um antidepressivo ou na terapia de retirada
da nicotina (RICHMOND; ZWAR, 2003).

Em modelos animais de depressdo, como por exemplo, o nado forgado e a
suspensao da cauda, verifico-se que agonistas dos receptores de dopamina
aumentam o efeito antidepressivo (JOCA et al., 2000) e, que este efeito parece esta
relacionado com a ativagdo de receptores dopaminérgicos do tipo D, (WILLNER,
2002).

A principal obje¢cdo da hipdtese dopaminérgica da depressao é que
clinicamente os antidepressivos efetivos inibem a recaptacdo de serotonina ou
noradrenalina, mas ndo dopamina. Existe uma aparente contradicdo no mecanismo
de acao desses antidepressivos, pois, apesar do bloqueio da recaptagdo de
serotonina e noradrenalina ocorrer imediatamente apds o tratamento agudo, o efeito
clinico dos antidepressivos acontece apenas apo6s duas ou quatro semanas de
tratamento. Essa afirmativa pode fortalecer a hipotese dopaminérgica, pois estudos
mostram que o tratamento crénico com todos os inibidores da recaptagao serotonina
e noradrenalina potenciam a transmissdo dopaminérgica no nucleo accumbens
(SERRA et al., 1992).
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1.4.3.1 Modelos experimentais de Ansiedade e Depressao

Modelos animais sdo usados em pesquisas de ansiedade e depressédo por
dois principais motivos: para a verificagdo de novos agentes terapéuticos e como
simuladores para facilitar o entendimento dos mecanismos psicobiolégicos
envolvidos na génese e tratamento desses disturbios neurolégicos.

Esses modelos animais devem ter validade preditiva, mas também validade
de face e validade de construto. Validade preditiva se refere a sensibilidade do
modelo em reconhecer ansioliticos e ansiogénicos, mas n&o outros tipos de agentes.
Validade de face implica que o modelo produz reagcdes como 0 medo em animais e
que s&o analogas ao comportamento de ansiedade observada em humanos.
Validade de construto é mais dificil, pois implica homologia, ou correspondéncia
direta, entre 0 modelo animal e a condicdo sendo modelada (RODGERS et al.,
1995).

Os modelos podem ser divididos em duas grandes categorias: modelos
animais de respostas ndo-condicionadas e de respostas condicionadas. Os modelos
condicionados sao aqueles que requerem treinamento dos animais, privacdo de
agua ou comida, ou uso de choque elétrico como estimulo aversivo. Os modelos n&o
condicionados sao aqueles baseados em comportamentos espontaneos,
apresentando alto grau de validade etiologica. Os modelos ndo condicionados
(espontaneos) geralmente tém maiores valores de validade ecolédgicos, sdo menos
suscetiveis a fatores de interferéncia como aprendizado/memoria, fome/sede ou
mecanismos nociceptivos. Os modelos mais utilizados sao:

- De respostas n&o condicionadas: baterias de testes de defesa/ansiedade,
labirinto em cruz elevado, exploracgao livre, hole board, exploragao claro-escuro, rota
rod, campo aberto, interagédo social, enterrar objetos n&o condicionado e neofobia.

- De respostas condicionadas: esquiva ativa/passiva, nado forgado, resposta
emocional condicionada, aversao condicionada ao sabor, testes de conflito, enterrar
objetos condicionados, teste das quatro placas e vocalizagao ultra-sdnica de ratos
adultos (RODGERS et al., 1995).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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2.1 Relevancia e Justificativa

O estudo de diversos psicofarmacos e de seus mecanismos de agédo é
extremamente importante para o entendimento dos mecanismos de regulagéo

enddgena de disturbios neurolégicos como, epilepsia, ansiedade e depressao.

A epilepsia € uma condi¢c&o neuroldgica grave de maior prevaléncia no mundo
e que pode induzir a dificuldade na execugao das atividades profissionais do
paciente (GILLIAM et al., 2004). A incidéncia da epilepsia varia de acordo com a
localizagdo geografica. Ela ocorre com maior frequéncia nos paises em
desenvolvimento, onde ha maior indice de desnutricdo, doencas infecciosas,
deficiéncia no atendimento médico e caréncia no tratamento (DE LORENZO et al.,
2001).

Em paises mais desenvolvidos, a incidéncia € de aproximadamente 1%, ou
seja, cinquenta milhdes de pessoas sdo portadoras dessa condigdo, aumentando
para 2% em nagbes menos desenvolvidas, tornando-se um grave problema de
saude publica (BEAGLEHOLE et al.,1996).

Nos paises em desenvolvimento, 60 a 90% das pessoas com epilepsia nédo
recebem tratamento devido as deficiéncias do sistema de saude e ao proprio
estigma social, prejudicando seriamente a qualidade de vida do epiléptico e suas
atividades profissionais (GILLIAM et al., 2004).

A epilepsia, como ja se sabe € um grave problema de saude publica em
quase todos os paises, havendo, assim, uma real necessidade de se conhecer o
processo convulsivo, e isto tém sido feito através de estudos experimentais
utilizando diferentes animais. Esses modelos sdo necessarios, pois permitem o
conhecimento da atividade epiléptica e propiciam novas descobertas de alternativas

terapéuticas para humanos através desses achados.

Indmeras pesquisas visam descobrir novas estratégias farmacologicas
antiepilépticas a partir de novos compostos eficazes para epilepsia de dificil

controle ou de compostos com menos toxicidade para aquelas ja tratadas pelo
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arsenal terapéutico atualmente disponivel (BOECK et al., 2004; PISANI et al.,
2004; EYAL et al., 2004)

A ansiedade e a depressao também s&o transtornos que apresentam
elevada incidéncia mundial. Na clinica a ansiedade é diagnosticada e avaliada
principalmente pelo relato dos pacientes, indicando a natureza subjetiva dos
transtornos de ansiedade, o que traz uma limitagdo aparentemente intransponivel
aos modelos animais de ansiedade. Entretanto, apesar desta limitagdo, o
desenvolvimento dos modelos animais recebeu impulso importante pelo advento

de novas drogas ansioliticas e pela compreensao da neurobiologia da ansiedade.

Os transtornos do humor, especialmente em suas formas depressivas,
encontram-se entre as doengas mais comuns, afetando pelo menos 10 a 25% das
mulhers e 5 a 12% dos homens em algum momento da vida, sendo que 25%
desses pacientes sofrerdo com a recorréncia da sintomatologia e 15% dos casos

cronificam ou culminam em suicidio (BARKLAGE, 1991).

Estudos comportamentais, farmacologicos e neuroquimicos foram realizados
com a finalidade de fornecer subsidios para esclarecer os mecanismos neuronais
distintos envolvidos durante a fase aguda do processo convulsivo e contribuir

para investigacao de novas formulagdes antiepilépticas.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

O objetivo principal do estudo foi comparar os efeitos dos dleos essenciais de
Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus no sistema nervoso central
utiizando modelos experimentais ja padronizados, de convulsdo, sedacgao,
ansiedade e depressao em camundongos, que possam dar suporte ao potencial
terapéutico dessas espécies. Desta forma, acreditamos contribuir para o
conhecimento farmacolégico das propriedades terapéuticas destas espécies,

visando melhor caracterizar suas atividades.

3.2 Objetivos especificos

- Avaliar a atividade anticonvulsivante dos dleos essenciais, em trés modelos de
convulsao, pilocarpina, pentilenotetrazol e estriquinina em camundongos;

- Avaliar a atividade sedativo-hipnética dos éleos essenciais no modelo de tempo de
sono induzido por barbiturico;

- Avaliar a atividade motora dos 6leos essenciais nos modelos de campo aberto e
rota rod,

- Avaliar a atividade ansiolitica dos 6leos essenciais no modelo de labirinto em cruz
elevado;

- Avaliar a atividade antidepressiva dos 6leos essenciais no modelo de nado for¢ado;
- Analisar os mecanismos pelos quais os 0leos essenciais exercem suas atividades

farmacolégicas no SNC.

- Avaliar a capacidade sequestradora de radicais livres dos 6leos essenciais por

meio do monitoramento do radical DPPH in vitro;

- Avaliar o grau de citotoxicidade dos 6leos essenciais através da enzima Lactato

desidrogenase (LDH) in vitro;

- Avaliar o envolvimento dos 6leos essenciais no processo de inflamacao, através da

atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO) em neutréfilos humanos in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Material vegetal

Foram utilizadas folhas de Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus,
todas coletadas no horto de plantas medicinais do Laboratério de Pesquisas de
Produtos Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri — URCA, Crato - CE.
As coletas foram realizadas no periodo da manha, em torno de 9:00 horas, no tergo
médio da planta, em dias ensolarados e ausentes de chuva, no periodo de janeiro a
margo. As exsicatas de Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus foram
preparadas e depositadas no Herbario Prisco Bezerra, do Departamento de Biologia
da Universidade Federal do Ceara - UFC, para a confirmagado de suas espécies,

cujos numeros de registro sdo 41.832 e 43.194 respectivamente.

4.2 Extracao do dleo essencial

O processo de extragcao do oleo essencial foi realizado no Laboratério de
Pesquisas de Produtos Naturais — LPPN da Universidade Regional do Cariri -
URCA. As folhas das duas espécies, apos terem sido coletadas, foram higienizadas,
picadas e pesadas (300g). Os Oleos essenciais foram obtidos pela técnica
“hidrodestilagao”, utilizando-se um aparelho de Clevenger modificado (CRAVEIRO,
1981). A extracgao foi realizada durante duas horas, coletou-se o hidrolato e separou-
se a fase aquosa e organica (6leo essencial) por filtragao. O 6leo foi coletado com o
auxilio de uma micropipeta, pesado e colocado em um frasco de vidro ambar,
devidamente limpo e envolto com papel aluminio, para posterior acondicionamento.
Os rendimentos dos Oleos essenciais de C. citratus e C. winterianus foram
equivalentes a 0,46% e 0,49% respectivamente, calculados utilizando a massa das

folhas frescas.
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4.3 ldentificagcao dos constituintes

A identificacdo dos constituintes dos O6leos essenciais foi realizada no
Laboratério de Quimica de Produtos Naturais na Universidade Federal do Piaui. O
oleo foi submetido a cromatografia gasosa acoplada ao espectrémetro de massas
(EM), em equipamento Shimadzu, modelo CG 17A, com detector seletivo de massa,
modelo QP 5000. A coluna cromatografica utilizada foi do tipo capilar de silica
fundida com fase estacionaria DB — 5, de 30 m de comprimento e 0,25 mm de
diametro interno, utilizando hélio como gas carreador. As temperaturas foram de
220°C no injetor e 300°C no detector. A temperatura do forno foi programada de
60°C a 240°C, com acréscimo de 3°C a cada minuto. A identificacdo dos compostos
foi feita por comparagdes entre os espectros de massas obtidos com os espectros

existentes na biblioteca (Wiley 140) e pelo indice de Kovat.

4.4 Animais

Os experimentos foram conduzidos utilizando-se camundongos albinos Swiss
machos e fémeas, pesando entre 20 e 30 gramas, pertencentes ao Biotério da
Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte - FMJ. Os camundongos foram
mantidos em gaiolas plasticas, com assoalho coberto por serragem, 20 animais por
caixa, em ciclo claro-escuro de 12 horas (luzes acesas as 7:00 horas), temperatura
controlada (22+/-2°C) e livre acesso a ragao e agua. Os animais foram manipulados
apenas para pesagem, administracdo das drogas e limpeza das caixas. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA) desta universidade.

4.5 Drogas

As drogas utilizadas nos experimentos foram: Pilocarpina (Sigma),
Pentilenotetrazol (Sigma), Estriquinina (Sigma), Tiopental (Abbot), Imipramina
(Imipra®, Cristalia), Diazepam (Uni&o Quimica Brasil), Acido Valpréico (Depakene) e
Carbamazepina (Teuto). Todas as drogas foram injetadas intraperitonialmente em

um volume constante (1ml/kg).
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4.6 Protocolos Experimentais

4.6.1 Convulsdes induzidas por Pilocarpina, Pentilenotetrazol e Estriquinina

Esse teste foi utilizado com a finalidade de avaliar o potencial
anticonvulsivante dos 6leos essenciais. Apos 30 minutos do tratamento
intraperitoneal com os oOleos essenciais em estudo, nas doses de 50, 100 e 200
mg/kg ou do veiculo de dissolugdo dessa droga (agua destilada + cremofor 0,5%),
Diazepam (1 mg/kg i.p.), Carbamezepina (25 mg/kg v.0.) ou Acido Valpréico (50
mg/kg v.0.), em cada modelo, os agentes convulsivantes (Pilocarpina 350 mg/kg;
PTZ 85 mg/kg; Estriquinina 2 mg/kg) foram injetados por via intraperitoneal e os
animais colocados em caixas plasticas para as observagdes contendo 2 animais em

cada e mantidos em ambiente reservado.

Todos os grupos experimentais foram observados durante 2 horas apés a
inje¢do do agente anticonvulsivante, de acordo com o tratamento previsto. Os
seguintes parédmetros foram observados: laténcia da primeira convulsdo, laténcia de
morte e percentual de sobrevivéncia. Depois desse periodo de observacdo, os
animais que sobreviveram foram mantidos nas gaiolas por mais 24 horas para

analisar-se o percentual de sobrevivéncia.
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Quadro 2. Esquema do Modelo de Convulsio.

B \“‘:. i Pentilenotetrazol 85 mg/kg ou
Pilocarpina 350 mg/kg ou
y #2 Estriquinina 2 mg/kg
rql" 30 ou 60 min

OE de C.citratus e C.winterianus (50,100 e 200
mg/kg i.p.) ou veiculo (dgua
destilada+Cremofor 0,5%), DZP (1mg/kg), CBZ
(25mg/kg) ou AC.VALP (50mg/kg).

Laténcia da Convulsio (5) e
Laténcia de Morte (s)

4.6.2 Teste do Campo Aberto

O campo aberto foi utilizado para avaliar a atividade exploratéria do animal,
de acordo com o método de Archer (1973). O teste consistia numa arena quadrada
dividida em nove quadrantes onde o animal foi colocado no centro e durante 5
minutos pdde andar livremente. Durante o teste registrou-se o numero de
quadrantes cruzados pelo animal, bem como o numero de respostas de levantar
(rearing) e autolimpeza (groming). A tendéncia natural do animal em um ambiente
novo é a de explora-lo, apesar do conflito com o medo provocado pelo ambiente
novo (MONTGOMERY, 1958).

Assim, esse teste permite uma avaliacdo da atividade estimulante ou
depressora de uma dada droga e/ou procedimento. No intervalo entre cada animal o
aparelho foi limpo com papel e pano umedecido em alcool 5%, procedimento que foi
adotado para todos os subsequientes testes comportamentais.Apds 30 minutos do
tratamento intraperitoneal com os 6leos essenciais em estudo, nas doses de 25, 50,
100 e 200 mg/kg, do veiculo de dissolugdo dessa droga (agua destilada - cremofor
0,5%) ou Diazepam (2 mg/kg i.p.).



49

Quadro 3. Esquema do Teste de Campo Aberto.

S minutos

i s 30 ou 60 min

OE de C.citratus e C.winterianus (25, 50,
100 e 200 mg/kg i.p.) ou veiculo (dgua
destilada+Cremofor 0,5%) ou DZP

4.6.3 Teste do Labirinto em Cruz Elevado

Neste teste, drogas e/ou procedimentos com atividade ansiolitica aumentam a
frequéncia de entradas e/ou tempo gasto nos bragos abertos, enquanto que
procedimentos ou drogas ansiogénicas fazem o inverso. A frequéncia de entradas
nos bragos fechados, tido como parametro de atividade locomotora, geralmente nao
€ afetada (PELLOW et al., 1985). Ap6s 30 minutos do tratamento intraperitoneal com
0s Oleos essenciais em estudo, nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg, veiculo de
dissolugéo dessa droga (agua destilada - cremofor 0,5%) ou Diazepam (2 mg/kg i.p.)

O aparelho construido em acrilico e coberto por féormica preta consiste de
quatro bragos elevados 51 cm do chéo, sendo dois bragos abertos (50 cm /10 cm / 1
cm) perpendiculares a dois bragos fechados (50 cm / 10 cm / 40 cm). No centro do
labirinto existe um quadrado central (10 cm / 10 cm) onde o animal € colocado com a
cabeca voltada para um dos bracos fechados no inicio do procedimento. Durante
cinco minutos foram registrados o tempo e numero de entradas nos bragos abertos e

fechados. Os experimentos foram realizados com baixa iluminacéao.
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Quadro 4. Esquema do Teste do Labirinto em Cruz Elevado.

P 5 minutos

30 ou 60 min
A il =
f Kg-
OE de C.citratus e C.winterianus (25, 50,

100 e 200 mg/kg i.p.) ou veiculo (dgua
destilada+Cremofor 0,5%) ou DZP

Niamero de entradas (bracos abertos
e fechados) e tempo de permanéncia
(bracos abertos e fechados)

4.6.4 Teste do Rota rod

O teste do rota rod mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagao
motora produzidos por drogas no animal (CARILINI; BURGOS, 1979). Grupos de
oito camundongos foram colocados no rota rod 30 minutos apds os tratamentos com
veiculo, OE (25, 50, 100 e 200mg/kg) ou diazepam (2 mg/kg), sendo avaliados o
numero de quedas e o tempo de permanéncia na barra giratéria. O numero maximo
de quedas permitidas foi de trés sendo que, apos a terceira, o animal ndo mais era
reconduzido no rota rod. O tempo maximo de permanéncia permitido no rota rod foi

de 1 minuto.
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Quadro 5. Esquema do Teste de Rota rod.

1 minuto

30 ou 60 min

OE de C.citratus e C.winterianus (25, 50, 100 e
200 mg/kg i.p.) ou veiculo (dgua

Niumero de Quedas (no maximo 3)
destilada+Cremofor 0,5%) ou DZP (1mg/kg)

€ Tempo de Permanéncia

4.6.5 Teste do Nado Forgcado

O teste do nado forcado produz medidas relacionadas a depressao, por isso &
utilizado para avaliar atividade anti-depressiva ou ansiolitica de determinadas
drogas. Consiste em colocar os animais, individualmente, em um cilindro (40 cm de
altura por 28 cm de didmetro) contendo agua mantida a 25 + 1°C por 15 minutos,
sendo que apos 24 horas, os animais serao re-submetidos ao teste, porém por
apenas 5 minutos. O parametro registrado é o tempo de imobilidade, ou seja, o
tempo que o animal permanece flutuando, fazendo apenas movimentos necessarios
para manter a cabega fora da agua.

Os animais que sao colocados no cilindro com agua pela primeira vez,
permanecem mais tempo nadando e atingem um platd — média de 80% de
imobilidade por minuto em cerca de 7 minutos. Além disso, relatam que uma unica
exposicdao de 15 minutos € suficiente para produzir um nivel relativamente
consistente de imobilidade no teste subsequente, sendo que a re-submissdo do

animal ao cilindro com agua reproduz de maneira resumida o comportamento do
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pré-teste, porém alcangcando o platd de imobilidade ja no terceiro minuto. O
tratamento intraperitoneal foi feito com os OEs, nas doses de 25, 50, 100 e 200
mg/kg ou do veiculo de dissolugao dessa droga e IMI (30 mg/kg v.0.) (PORSOLT et
al. 1977).

Quadro 6. Esquema do Teste do Nado Forgado.

S Ve 5 minutos
30 ou 60 min
f’; Ir i =5

OE de C.citratus e C.winterianus (25, 50, 100
e 200 mg/kg i.p.) ou veiculo (dgua
destilada+Cremofor 0,5%) ou DZP (1mg/kg)

Tempo de Imobilidade (s)

4.6.6 Indugéo do sono por barbiturico

O teste de indugdo do sono por barbiturico € utilizado com a finalidade de
avaliar a atividade hipnoético/sedatica de determinadas drogas. Foram utilizados
grupos de até 8 camundongos tratados previamente pela via intraperitoneal com
veiculo, com OE (25, 50,100 e 200 mg/kg) ou diazepam (2 mg/kg). Apdés 30 minutos
dos tratamentos, os animais receberam Tiopental 50 mg/kg i.p. Foram
cronometrados os tempos entre a perda e a recuperacdo do reflexo postural. A
laténcia e a duragdo da perda do reflexo postural dos animais foram registradas
apos a injecdo do tiopental, colocando-os em decubito dorsal para registro da
duragdo do sono. A recuperacao da postura normal (trés tentativas) foi considerada
como o término do periodo do sono. Cada animal foi observado por um tempo

maximo de 60 min consecutivos. Os resultados foram expressos com o tempo de
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recuperacdo (minutos) do sono de cada grupo experimental comparativamente ao
grupo controle experimental (CARLINI; BURGOS, 1979).

Quadro 7. Esquema do Teste de Sono induzido por barbiturico.

|::> Tiopental 50 mg/kg i.p-

OE de C.citratus e C.winterianus (25, 50,
100 e 200 mg/kg i.p.) ou veiculo (dgua
destilada+Cremofor 0,5%) ou DZP

Laténcia do Sono (s) e
Duracio do Sono (s)

4.6.7 Determinacao da capacidade sequestradora do radical DPPH in vitro

O radical DPPH (1,1-difenil-2-picril hidrazina) é considerado um radical
estavel e tem sua absorcdo maxima em 517 nm. Este radical é utilizado como
ferramenta para estudar a agcdo de compostos como sequestradores de radicais
livres, sendo uma técnica independente de qualquer atividade enzimatica. Quando o
DPPH recebe um elétron ou um atomo de hidrogénio para se tornar um composto
mais estavel, sua absorg¢ao diminui.

O método foi descrito por Saint-Cricq de Gaulejac et al. (1999) uma aliquota
(0,1 ml) da suspenséao dos 6leos essenciais (200 e 400 ug/ml) ou do a-tocoferol (50
ng/ml) foram misturados com 3,9 ml de DPPH (0,3 mM numa solugdo de metanol-
etanol 1:1), as solugdes foram misturadas em vortex por 1 minuto, mantidas em uma

temperatura ambiente por 30 minutos e a absorbancia foi determinada em 517 nm.
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O percentual de inibi¢cao foi calculado de acordo com a seguinte equacéao: % inibigdo
= [Ao- (Ac/ Ap)] x 100, onde Ap é a absorbancia do controle (sem os OEs) e A€ a

absorbancia da solugdo com 6leo essencial.

46.8 Teste de citotoxicidade em neutréfilos humanos: atividade da Lactato

desidrogenase (LDH)

A Lactato desidrogenase € uma enzima presente numa grande
variedade de organismos, incluindo plantas e animais. Depois de isoladas, as
células (5.0 x 10%ml) foram incubadas numa suspensdo contendo os 6leos
essenciais (1, 10 e 100 pg/ml) ou indometacina (100 uM, como droga de referéncia),
veiculo ou Triton-X 0,5% (causa lise celular e € usado como controle positivo), por
15 minutos numa temperatura de 37°C. A atividade da lactato desidrogenase foi
determinada de acordo com instru¢gées do fabricante (LDH liquiforme do Labtest
Diagnésticos, MG, Brasil). O aumento da liberagdo de LDH foi expresso pela

diminuicao da absorbancia, determinada em 340 nm.

4.6.9 Liberagdo da enzima Mieloperoxidase (MPO) em neutréfilos humanos

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima contida nos granulos primarios dos
neutréfilos. Mais de 95% da MPO esta presente nos granulos dos neutrdfilos,
existindo os restantes 5% nos mondcitos circulantes. Esta enzima catalisa a
oxidagdo de substancias na presenca de peroxido de hidrogénio (H.O;) e de um
halogénio, constituindo a ligagédo peréxido de hidrogénio-halogénio-MPO um sistema
altamente toxico para os microorganismos.

Segundo Lucisano e Mantovani (1984), 2.5 x 10° de leucécitos humanos,
obtidos segundo descricdo no item anterior, foram suspensos e tamponados com
solugdo balanceada de Hanks, contendo calcio e magnésio. As preparagdes
continham predominantemente neutrdfilos (85.0 + 2.8%) e a viabilidade das células
foi determinada pelo Teste de Trypan azul, 97.7 = 0.94%. As células foram
incubadas com os o6leos essenciais (0.01, 0.1 e 1 pug/ml) por 15 minutos numa
temperatura de 37°C. Os neutrofilos humanos foram estimulados pela adicdo de

acetato de miristato de forbol (PMA, 0.1 ug/mL) por 15 minutos numa temperatura de
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37°C. A suspensao foi centrifugada por 10 min, 2.000 g em 4°C. Aliquotas (50 L) do
sobrenadante foram adicionadas a salina tampao-fosfato (100 puL), tampao-fosfato
(50 pL, pH 7.0) e H20O, (0.012%). Apdés 5 minutos numa temperatura de 37°C,
tetrametil benzidina (1.5 mM, 20 ulL) foi adicionado e a reagao foi interrompida pela
adicao de 30 uL de acetato de sdodio (1.5 M, pH 3.0). A absorbancia foi determinada

em 620 nm.

4.6.10 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através do software Graph Pad
Prism versao 3.0 para Windows. Os resultados foram analisados por Analise de
Variancia (ANOVA) seguido pelo Teste de Student Newman Keuls (post hoc) para
comparagdes multiplas. Em todas as andlises estatisticas, os valores foram
representados pela Média + Erro Padrédo da Média (EPM) e foi considerado o nivel
critico para rejeigao da hipotese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos
(*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001) caracterizam o grau de significancia, assim como os

simbolos a e b.
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5 RESULTADOS
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5.1 Composicao quimica dos o6leos essenciais de Cymbopogon citratus e

Cymbopogon winterianus

O vasto campo de aplicacdo dos Oleos essenciais de C. citratus e C.
winterianus por industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica tem motivado
ininterruptas pesquisas sobre essas espécies. O rendimento dos 6leos essenciais foi
calculado e obtivemos valores equivalentes a 0,46% e 0,48% para os OEs de
Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus respectivamente.

Na figura 5, tem-se o perfil cromatografico do 6leo essencial de C. citratus e a
tabela 1 demonstra seus componentes e respectivas porcentagens obtidos por
cromatografia a gas com detector de massas (CG/EM). Como a composi¢gao quimica
€ um dos parametros que agrega valor ao 6leo essencial, de acordo com Souza et

al. (2006), avaliaram-se os constituintes quimicos do 6leo essencial de C. citratus.
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Figura 5. Cromatograma do 6leo essencial de C. citratus.

Tabela1. Constituintes quimicos e suas respectivas porcentagens no 6leo essencial
das folhas frescas de Cymbopogon citratus.

Picos TR (min)* Composto %
1 4,52 Mirceno 14.4
2 5,33 Citronelal 0.10
3 7,15 Linalol 0.24
4 8,99 B-(E)-Ocimeno 0.24
5 9,24 Terpineol-4-ol 1.24
6 11,20 Neral 37.42
7 11,88 a-(E)-Ocimeno 0.32
8 12,06 Geranial 45.47
TOTAL 99.43

*Tempo de retengao relativo da Literatura (ADAMS 2001).
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Na figura 6, tem-se o perfil cromatografico do o6leo essencial de C.
winterianus. Seus componentes e respectivas porcentagens obtidos empregando-se

um cromatégrafo a gas com detector de massas (CG/EM) sdo demonstrados na

tabela 2.

Figura 6. Cromatograma do 6leo essencial de C. winterianus.

Tabela 2. Constituintes quimicos e suas respectivas porcentagens no 6leo essencial

das folhas frescas de Cymbopogon winterianus.

Picos TR (min)* Composto %
1 8,02 Limoneno 2.25
2 10,22 Acetato de Citronelil 0.69
3 11,05 Citronelal 60.96
4 14,61 Citronelol 11.52
5 15,40 Geraniol 19.03
6 18,55 Linalol 0.54
7 19,48 Geranial 0.87
8 24,13 Isopulegol 0.57
9 24,90 Acetato de Neril 0.76
TOTAL 97.19

*Tempo de retencgéo relativo da Literatura (ADAMS 2001).
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5.2 Estudo Comportamental

5.2.1 Convulsdes induzidas por Pilocarpina em camundongos pré-tratados ou nao

com os 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus

Apo6s a administragdo de Pilocarpina 350 mg/kg (i.p.), 0s animais mostraram
sinais colinérgicos periféricos (piloerecdo, diarréia, tremores, salivagdo), seguidos
por convulsdes motoras limbicas. O processo convulsivo persistiu e evoluiu para
status epilepticus. A administracao do OE de C. citratus, 30 min antes da pilocarpina,
promoveu um aumento significativo na laténcia da primeira convulsado e de morte na
dose de 200 mg/kg comparado com o controle. O 6leo essencial de C. winterianus
nao expressou resultado significativo neste modelo. No entanto, registrou-se um
percentual de sobrevivéncia crescente de acordo com as doses administradas deste
oleo (Tabela 3).

Tabela 3. Efeitos dos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus nas convulsdes

induzidas com Pilocarpina em camundongos machos.

Grupos Laténcia de 1 % de Convuls&o Laténcia de % de
Convulséo Morte Sobrevivéncia

Veiculo (H,O i.p.) 585.7+27.1 100 838.0+71.2 0
CBZ (25 mg/kg v.0.) 788.3+170.8 100 3229+897.6* 53.12
AC. VAL. (50 mg/kg v.0.) 984.1£132.6 100 4957+933.7*** 65.62
C. citratus (i.p.)
50 mg/kg 626.0+46.3 100 1785+698.7 15.62
100 mg/kg 686.0+£79.6 100 1860+461.7 12.5
200 mg/kg 1310+£147.3*** 100 3257+546.4** 21.87
Veiculo (H,O i.p.) 671.2+51.5 100 1077+105.0 0
CBZ (25 mg/kg v.0.) 1130+75.9** 100 1599+281.3 75.0
AC. VAL. (50 mg/kg v.0.) 1203+140.2*** 100 2034+286.3 89.6
C. winterianus (i.p.)
50 mg/kg 647.8+28.5 100 1305+172.6 0
100 mg/kg 907.4+77 .1 100 1368+165.6 25.0
200 mg/kg 902.6+104.6 100 1588+273.5 28.12

Camundongos Swiss machos (n=48) receberam o veiculo ou diferentes doses do OE (50, 100 e 200 mg/kg,
i.p.) 30 min antes de Pilocarpina (350 mg/kg i.p.). Os animais foram observados durante 2 horas apds a
injecdo de P350. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como
teste post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 7. Camundongos Swiss machos receberam o veiculo (dgua destilada + Cremofor 0.5%) ou
diferentes doses do 6leo essencial de C.citratus (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.), 30 min antes de
Pilocarpina (350 mg/kg i.p.).

Nota: Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 8. Camundongos Swiss machos receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C.winterianus i.p., 30 min antes de Pilocarpina (350 mg/kg i.p.).

Nota: Para anadlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.



62

Camundongos fémeas tratados, por via intraperitoneal, com doses de 50, 100
e 200 mg/kg dos o6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus apresentaram
alteracdes significativas na laténcia da primeira convulsdo somente na dose de 200
mg/kg comparado com o controle. Observou-se aumento na laténcia de morte

apenas na concentragao de 200 mg/kg do OE de C. citratus (Tabela 4).

Tabela 4. Efeitos dos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus nas convulsdes

induzidas com Pilocarpina em camundongos fémeas.

Grupos Laténcia de 1° % de Laténcia de % de
Convulséo Convulséo Morte Sobrevivéncia

Veiculo (H,O i.p.) 515.8+36.60 100 827.6+39.56 6.25
CBZ (25 mg/kg v.0.) 825.9+82.83 100 3376+823.2*** 34.37
AC. VAL. (50 mg/kg v.0.) 1025+163.7* 100 4567+789.0*** 53.12
C. citratus (i.p.)
50 mg/kg 801.9+101.7 100 1018+78.94 12.5
100 mg/kg 811.5+157.7 100 1738+328.7 15.62
200 mg/kg 1163+£196.5** 100 1796+389.9 21.87
Veiculo (H,O i.p.) 525.2+34.82 100 795.1+50.78 0
CBZ (25 mg/kg v.0.) 903.9+87.03** 100 3880+692.4* 25.0
AC. VAL. (50 mg/kg v.0.)  1105£132.1*** 100 4873+711.9** 50.0
C. winterianus (i.p.)
50 mg/kg 578.0+42.09 100 1447+645.3 6.25
100 mg/kg 655.1+50.98 100 2465+810.8 9.37
200 mg/kg 910.8+62.92** 100 3207+764.5 15.62

Camundongos Swiss fémeas (n=48) receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE, i.p., 30 min antes de Pilocarpina (350 mg/kg i.p.). Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
**p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 9. Camundongos Swiss fémeas receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do 6leo essencial de C. citratus (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) 30 min antes de (350
mg/kg i.p.).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 10. Camundongos Swiss fémeas receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. winterianus, i.p., 30 min antes de (350 mg/kg i.p.).

Nota: Para anadlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.2 Convulsées induzidas por Pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos pré-

tratados ou ndo com os dleos essenciais de C. citratus e C. winterianus

A tabela 5 mostra os resultados da administragao intraperitoneal com os 6leos
essenciais de C. citratus e C. winterianus (50, 100 e 200mg/Kg) e da administragcéo
de diazepam 1,0 mg/kg (i.p.) nas convulsdes induzidas pelo PTZ (85mg/Kg).
Verificamos que houve diferenga estatistica significativa do grupo controle (DZP) e
dos grupos tratados quanto ao inicio da laténcia de primeira convulsdo e laténcia de
morte. Nas figuras 11 e 12 esta apresentada a severidade das convulsées em duas
horas de observagdo dos animais, apos tratamento de PTZ (85 mg/ kg, i.p.). A
administracao de diazepam (1mg/kg i.p.) diminuiu de maneira significativa a laténcia
da primeira convulsdo, o numero de convulsdes e a severidade de convulsoes,
comparado ao grupo controle, apdés o tratamento intraperitoneal de PTZ, como

esperado.

Tabela 5. Efeitos dos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus nas convulsdes

induzidas com PTZ em camundongos machos.

Grupos Laténcia de 1° % de Convulsdo Laténcia de % de
Convulsao Morte Sobrevivéncia

Veiculo (H,O i.p.) 155.3£28.7 100 321.1£59.8 0
DZP (1 mg/kg i.p.) 1800+£0*** 0 7200+0*** 100.0
C. citratus (i.p.)
50 mg/kg 309.3+84.7 100 2500+1032* 31.25
100 mg/kg 730.6+£179.5** 100 3315+799.9** 53.12
200 mg/kg 916.9£148.4*** 100 5002+734.9*** 62.5
Veiculo (H,O i.p.) 133.5£30.7 100 476.4+38.6 3.12
DZP (1 mg/kg i.p.) 1639+£111.2*** 0 7200£0*** 100.0
C. winterianus (i.p.)
50 mg/kg 126.8+£18.9 100 3339+682.1*** 43.75
100 mg/kg 134.2+16.6 100 3956+678.7*** 56.25
200 mg/kg 446.7£140.4** 100 6776+424.3*** 93.75

Camundongos Swiss machos (n=40) receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses dos dleos essenciais (50, 100 e 200 mg/kg, i.p.) 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.).
Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc.

Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 11. Camundongos Swiss machos receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. citratus, i.p., 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 12. Camundongos Swiss machos receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. winterianus, i.p., 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Nos experimentos conduzidos com camundongos fémeas observamos
aumento significativo somente na laténcia de morte, em todas as doses do 6leo
essencial de C. citratus e nas doses de 100 e 200 mg/kg do dleo essencial de C.

winterianus comparado com o controle (Tabela 6).

Tabela 6. Efeitos dos o6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus nas convulsdes

induzidas com PTZ em camundongos fémeas.

Grupos Laténciade % de Convulsao Laténcia de % de
1% Convulsdo Morte Sobrevivéncia

Veiculo (H2O i.p.) 120.0+12.3 100 419.4+57 1 3.12
DZP (1 mg/kgi.p.) 1800+0*** 0 7200£0*** 100.0
C. citratus (i.p.)
50 mg/kg 257.3+71.3 100 3509+842.3*** 28.12
100 mg/kg 344.7+98.1 100 4174+687.0*** 34.37
200 mg/kg 388.9+114.3* 93.75 4858+635.6*** 40.62
Veiculo (H,O i.p.) 129.3+12.1 100 561.6+78.2 0
DZP (1 mg/kgi.p.) 1800+0*** 0 7200£0*** 100.0
C. winterianus (i.p.)
50 mg/kg 135.5+25.7 100 1551+821.7 40.62
100 mg/kg 178.3+15.0 100 3736+£791.8*** 34.37
200 mg/kg 334.2+109.8 100 4589+682.7*** 53.12

Camundongos Swiss fémeas (n=40) receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou diferentes
doses do OE, i.p., 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.). Os animais foram observados durante 2 horas apos a
injecdo de PTZ. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 13. Camundongos Swiss fémeas receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. citratus, i.p., 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.).

Nota: Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 14. Camundongos Swiss fémeas receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. winterianus, i.p., 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.3 Convulsdes induzidas por Estriquinina em camundongos pré-tratados ou n&o

com os 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus

Os animais tratados via intraperitoneal com os OEs de C. citratus e
C.winterianus nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg apresentaram aumento significativo
na laténcia de primeira convulsdo apenas na dose de 200 mg/kg comparado com o
controle. No entanto, na laténcia de morte ndo se observou nenhuma alteragao
significativa (Tabela 7). A administracdo de diazepam (1mg/kg i.p.) diminuiu de
maneira significativa a laténcia da primeira convulsdo, o numero de convulsbes e a
severidade de convulsbes, comparado ao grupo controle, apdés o tratamento

intraperitoneal de PTZ, como esperado.

Tabela 7. Efeitos dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus

nas convulsdes induzidas com Estriquinina em camundongos machos.

Grupos Laténcia de 1° % de Laténcia de % de
Convulsao Convulsao Morte Sobrevivéncia

Veiculo (H2O i.p.) 110.9+10.3 100 164.1+£17.0 0
DZP (1 mg/kgi.p.) 186.1+£13.9*** 100 4225+946.0*** 68.75
C. citratus (i.p.)
50 mg/kg 117.5+7.3 100 196.9+16.1 0
100 mg/kg 134.5£9.1 100 176.1£10.1 9.37
200 mg/kg 139.9+11.2 100 177.319.9 18.75
Veiculo (H,O i.p.) 138.9+12.5 100 185.6+12.2 0
DZP (1 mg/kgi.p.) 359.9+29.6*** 100 4059+1188*** 37.5
C. winterianus (i.p.)
50 mg/kg 146.1+11.0 100 247.4+14.4 0
100 mg/kg 170.9+13.4 100 274.3+27.0 0
200 mg/kg 344.9+25.4*** 100 395.0+18.1 12.5

Camundongos Swiss machos (n=40) receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE, i.p., 30 min antes de Estriquinina (2mg/kg i.p). Para analise estatistica foi
utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos:
**p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 15. Camundongos Swiss machos receberam o veiculo (dgua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. citratus, i.p., 30 min antes de Estriquinina (2mg/kg i.p). Para analise
estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores

significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 16. Camundongos Swiss machos receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. winterianus, i.p., 30 min antes de Estriquinina (2mg/kg i.p.).

Nota: Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Nos experimentos utilizando camundongos fémeas, os animais receberam

doses de 50, 100 e 200 mg/kg dos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus

via intraperitoneal. Verificamos alteragdes significativas somente do OE de C.

winterianus nas doses de 100 e 200 mg/kg aumentando somente a laténcia da

primeira convulsdo, comparado com o controle (Tabela 8).

Tabela 8. Efeitos dos 6leos essenciais de Cymbopogon citratus e Cymbopogon winterianus

nas convulsdes induzidas com Estriquinina em camundongos fémeas.

Grupos Laténcia de 1 % de Convulséo Laténcia de % de
Convulséo Morte Sobrevivéncia

Veiculo (HxO i.p.) 130.7+8.7 100 158.6+£13.9 0
DZP (1 mg/kg) 233.0£10.7*** 100 6059+787.3*** 43.75
C. citratus (i.p.)
50 mg/kg 136.1+10.7 100 201.7£17.7 0
100 mg/kg 144.0+8.5 100 258.8+31.6 0
200 mg/kg 139.8+10.5 100 244 .8+27 .4 15.62
Veiculo (HxO i.p.) 134.6+£12.9 100 246.9+29.5 0
DZP (1 mg/kg) 233.0+10.7** 100 4326+1107*** 56.25
C. winterianus (i.p.)
50 mg/kg 176.9+15.6 100 297.9425.9 0
100 mg/kg 207.2420.9** 100 322.5+44.9 9.37
200 mg/kg 203.0+£10.0** 100 820.4+136.5 12.5

Camundongos Swiss fémeas (n=40) receberam o veiculo (dgua destilada + Cremophor 0.5%) ou diferentes
doses do OE, i.p., 30 min antes de Estriquinina (2mg/kg i.p.). Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA
seguido por Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 17. Camundongos Swiss fémeas receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. citratus, i.p., 30 min antes de Estriquinina (2mg/kg i.p.).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 18. Camundongos Swiss fémeas receberam o veiculo (agua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses do OE de C. winterianus, i.p., 30 min antes de Estriquinina (2mg/kg i.p.).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.



77

5.2.4 Efeito da potencializagdo com Diazepam no tratamento agudo dos dleos
essenciais de C. citratus e C. winterianus no teste de convulsdes induzidas por

Pentilenotetrazol (PTZ) em camundongos machos

Os animais tratados por via intraperitoneal com os OEs de C. citratus e C.
winterianus na dose de 50 mg/kg juntamente com 0,25 mg/kg de Diazepam,
apresentaram alteragdes significativas tanto na laténcia da primeira convulsdo como

na laténcia de morte comparado com o controle (Tabela 9).

Tabela 9. Efeitos da potencializacdo com DZP no tratamento com os 6leos essenciais de C.

citratus e C. winterianus nas convulsées induzidas com PTZ em camundongos machos.

Grupos Laténcia de 1° % de Tempo de % de
Convulséao Convulséao Morte Sobrevivéncia
Veiculo (H,O i.p.) 112.7+19.2 100 376.9+63.6 0
DZP (0,25 mg/kg i.p.) 416.4+84.8 100 824.3+63.9** 65
C. citratus (50 mg/kg i.p.) 108.0+6.4 100 583.8+76.4 0
C. winterianus (50 mg/kg i.p.) 152.8+42.7 100 603.4+59.6 0
C. citratus + DZP (i.p.) 626.1+171.2** 83 874.9+78.7** 100
C. winterianus + DZP (i.p.) 826.3+215.2*** 66 935.9+154.6*** 85

Camundongos Swiss machos (n=48) receberam o veiculo (dgua destilada + Cremophor 0.5%) ou diferentes
doses do OE, i.p., 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.). Os animais foram observados durante 2 horas apés a
injecdo de PTZ. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 19. Camundongos Swiss machos receberam o veiculo (dgua destilada + Cremophor 0.5%) ou
diferentes doses dos OEs + DZP, i.p., 30 min antes de PTZ (85 mg/kg i.p.).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.5 Avaliagdo da atividade hipnadtico/sedativa, ansiolitica e antidepressiva dos

Oleos essenciais de C. citratus e C. winterianus em camundongos

5.2.5.1 Efeito do tratamento agudo dos Oleos essenciais de C. citratus e C.

winterianus no sono Induzido por barbiturico

Na figura 20 estdo os resultados deste experimento 30 minutos apds a
administragcdo por via intraperitoneal do veiculo ou dos 6leos essenciais nas
concentragbes de 50, 100 e 200 mg/kg e de diazepam (2,0 mg/kg). Houve
potencializagdo na duragéo do efeito hipnosedativo do tiopental na concentracédo de
40 mg/kg e, como esperado, do diazepam em comparagao ao grupo controle. O dleo
essencial de C. citratus diminuiu o tempo em que os animais levaram para
adormecer nas doses de 100 (168.2+8.6) e 200 mg/kg (150.7+8.3) comparado com
o controle (254.3+27.1), além de prolongar o tempo de sono nos animais induzidos
por tiopental na dose de 40 mg/kg na dose de 200 mg/kg (4820+791.9) comparado
com o controle (2440+1051).
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Figura 20. Efeito do tratamento agudo com OE de C. citratus, 30 min apds sua administragéo
intraperitoneal, na duragdo do sono barbitdrico (tiopental sédico 40 mg/kg i.p.) avaliado em
camundongos machos (n=40). A duragéo do teste foi de no maximo 180 min.

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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O tratamento agudo do d6leo essencial de C. winterianus nao apresentou
efeito no tempo em que o animal levou para adormecer, contudo observou-se um
prolongamento do sono nos animais pré-tratados nas concentragbes de 100
(5460+703.6) e 200 mg/kg (7503+£697.5) comparado com o controle (2264+456.7)

como podemos observar na figura 21.
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Figura 21. Efeito do tratamento agudo com OE de C. winterianus, 30 min apds sua administragéo
intraperitoneal, na duragdo do sono barbitdrico (tiopental sédico 40 mg/kg i.p.) avaliado em
camundongos machos (n=40). A duragéo do teste foi de no maximo 180 min.

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.6 Estudo dos efeitos comportamentais dos 6leos essenciais de C. citratus e C.

winterianus no teste do Campo Aberto

A atividade locomotora espontanea, grooming e rearing foram os parametros
analisados e os resultados foram expressos como numero de cruzamentos,
grooming e rearing. Os dados apresentados na figura 30 mostram que a
administracdo dos O6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus, nas
concentragdes de 25, 50, 100, 200 mg/kg, ndo promoveu diferengas estatisticas
significantes na movimentagédo espontanea dos animais registrada no campo aberto,
quando comparado ao grupo controle (p>0,05; C = 53+2.9; DZP = 77.87+5.1; Cc25 =
62.7+4.4; Cc50 = 63.25+2.8; Cc100 = 56.22+6.2; Cc200 = 27.21+5.3) e (p>0,05; C =
58.91+3.4; DZP = 111.3%14.4; Cw25 = 65.0+3.3; Cwb0 = 63.0+2.9; Cw100 =
49.13+6.6; Cw200 = 26.88+3.5) respectivamente, visto que os animais apresentaram
sedacdo na concentragao de 200 mg/kg de ambos os 6leos essenciais. O grupo
tratado com o diazepam (2 mg/kg i.p.) mostrou um aumento significante da
movimentagdo espontédnea dos animais no campo aberto, validando o teste (Figura
22).

O numero de grooming diminuiu de forma significativa apds o tratamento
intraperitoneal do oleo essencial de C. citratus na dose de 200 mg/kg (3.563+0.44)
comparado com o controle (7.563+0.88), o diazepam 2 mg/kg (3.25£0.42) também
reduziu este parametro comparado com o controle. Enquanto que o 6leo essencial
de C. winterianus conseguiu diminuir o numero de grooming nas doses de 100
mg/kg (5.0+£0.73) e 200 mg/kg (3.625+0.56) comparado com o contole (9.188+0.9)
(Figura 23).

A figura 24 mostra que os Oleos essenciais também diminuiram o numero de
rearing. O OE de C. citratus diminuiu este parametro na dose de 200 mg/kg
(16.25+£1.55) comparado com o controle (24.63+2.5) e o OE de C. winterianus
conseguiu diminuir o numero de rearing nas doses de 100 mg/kg (17.56+1.33) e 200

mg/kg (10.19+1.1) comparado com o contole (22.31+1.4)
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Figura 22. Avaliagédo do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus no modelo do
campo aberto avaliado em camundongos machos (n=48).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: a: p<0.001 comparado ao controle; b: p<0.001 comparado ao DZP.
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Figura 23. Avaliacdo do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus sobre o
nuamero de grooming no modelo do campo aberto avaliado em camundongos machos (n=48).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 24. Avaliacdo do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus sobre o
numero de rearing no modelo do campo aberto avaliado em camundongos machos (n=48).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.7 Avaliagao do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus no

Teste de Labirinto em Cruz Elevado

O tratamento agudo dos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus por
via intraperitoneal, nas concentragdes de 25, 50, 100 e 200 mg/kg ndo modificou
significativamente a frequéncia de entradas nos bragos abertos (p>0,05; C =
2.3+0.25; DZP = 5.0+0.5; Cc25 = 3.310.2; Cc50 = 3.3+0.4; Cc100 = 2.6+0.4; Cc200
= 1.320.2) e (p>0,05; C = 3.8+0.5; DZP = 14.310.9; Cw25 = 5.3+0.3; Cw50 =
5.8+0.7; Cw100 = 3.7+0.5; Cw200 = 2.0+0.4), porém nas doses de 100 e 200 mg/Kg
de ambos os 6leos essenciais 0os animais apresentaram forte sedacéao (Figura 25). O
tempo de permanéncia no bragco aberto também foi alterado somente nas doses
maiores (p>0,05; C = 40.13+7.5; DZP = 100.71£9.5; Cc25 = 38.69+4.5; Cc50 =
55.94+5.3; Cc100 = 90.38+11.74; Cc200 = 105.3£19.27) e (p>0,05; C = 42.8115.4;
DZP = 152.349.1; Cw25 = 49.19+6.0; Cw50 = 48.06+5.6; Cw100 = 52.13%6.9;
Cw200 = 119.4+21.42) comprado com o controle (Figura 26). Houve diferenca
estatistica significativa entre o grupo controle e o grupo em que foi administrado com
o Diazepam (2 mg/kg i.p.), no qual foi observado aumento tanto na freqiéncia de
entradas nos bracos aberto quanto no tempo de permanéncia nestes bracos,
mostrando a validade do experimento.
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Figura 25. Avaliagao do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus, sobre o
numero de entradas no brago aberto (NEBA) no modelo do labirinto em cruz elevado avaliado em
camundongos machos (n=48).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 26. Avaliagao do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus, sobre o
numero de entradas no brago fechado (NEBF) no modelo do labirinto em cruz elevado avaliado em

camundongos machos (n=48).
Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 27. Avaliagao do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus, sobre o
tempo de permanéncia no braco aberto (TPBA) no modelo do labirinto em cruz elevado avaliado em
camundongos machos (n=48).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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Figura 28. Avaliagao do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus, sobre o
tempo de permanéncia no brago fechado (TPBF) no modelo do labirinto em cruz elevado avaliado em
camundongos machos (n=48).

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.8 Avaliagao da coordenacao motora — Teste do Rota Rod

A avaliagdo da influéncia sobre a coordenagdo motora dos camundongos
pelos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus, foi testada dividindo-se os
animais em numero de oito por grupo. Estes foram tratados com os 6leos essenciais
nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg, controle (Cremophor a 0,5%) e diazepam (2
mg/kg) quando foram analisados os seguintes parametros, tempo de permanéncia
na barra giratoria e numero de quedas. Em todos os parametros analisados os 6leos
essenciais de ambas as espécies, em nenhuma das concentragdes testadas, alterou
significativamente o comportamento dos animais (p>0,05; C = 0+0; DZP = 0.2+0.08;
Cc25 = 0£0; Cc50 = 0+0; Cc100 = 0.04+0.04; Cc200 = 0.16+0.09) e (p>0,05; C =
0+0; DZP = 0.240.08; Cw25 = 04£0; Cw50 = 0+0; Cw100 = 0.08+0.05; Cw200
=0.16+0.07), quando comparado ao controle, conforme mostra a tabela 10.
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Tabela 10. Avaliacdo da coordenacdo motora — Teste do Rota Rod em
camundongos.
Grupo N° de quedas Tempo de permanéncia

Controle (H,0) 0.00+0.00 60.00+0.00

DZP () 0.20£0.08 58.00+1.14

C. citratus

25 mg/kg 0.00£0.00 60.00£0.00

50 mg/kg 0.00£0.00 60.00£0.00

100 mg/kg 0.04+0.04 59.54+0.45

200 mg/kg 0.16£0.09 58.33+0.99

Controle (H,0) 0.00+0.00 60.00+0.00

DZP () 0.20£0.08 56.96+1.53

C. winterianus

25 mg/kg 0.00£0.00 60.00£0.00

50 mg/kg 0.00£0.00 60.00£0.00

100 mg/kg 0.08+£0.05 59.04+0.80

200 mg/kg 0.16+0.07 58.21+1.07

Avaliagédo do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus no Teste de Rota rod
avaliado em camundongos machos (n=48). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por

Student Newman Keuls como teste post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.9 Avaliacao da atividade antidepressiva — Nado Forgado

A atividade antidepressiva dos Oleos essenciais em experimento agudo foi
determinada através do Teste do Nado Forgado realizado em camundongos
machos, administrando os 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus por via
intraperitoneal, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os animais foram
tratados com OE de ambas as espécies nas doses de 25, 50, 100 e 200 mg/kg. O
grupo controle recebeu Cremophor 0,5% e um grupo recebeu Imipramina (30 mg/kg,
v.0.), droga utilizada como padrao positivo. Conforme os resultados expressos nesse
modelo, o OE de C. citratus apresentou uma alteracgao significativa somente na dose
de 25 mg/kg (51.6514.3) comparado com o controle (82.3318), visto que nas demais
concentragcdes o0s animais permaneceram por mais tempo imdveis devido
apresentarem sedacgdo. Contudo, verificamos que o OE de C. winterianus
apresentou resultados significativos dose-resposta a partir da dose de 25 (40.2+4.8),
50 (562.3x8) e 100mg/kg (73.6+9.1) comparado com o controle (111.2+7.3), no
entanto na dose de 200 mg/kg (95.6+9) os animais apresentaram sedagéo
intensificando o tempo de imobilidade no experimento (Figura 29).
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Figura 29. Avaliagdo do efeito comportamental dos OEs de C. citratus e C. winterianus no Teste do
Nado Forgado avaliado em camundongos machos (n=48).

Nota: Para andlise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc. Valores significativos: **p<0.01; ***p<0.001.
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5.2.10 Capacidade sequestradora de radicais livres dos 6leos essenciais de C.

citratus e C. winterianus determinada por ensaios de DPPH in vitro

Este ensaio foi usado analisar a capacidade sequestradora de radicais
livres dos oOleos essenciais de C. citratus e C. winterianus. Nossos resultados
ndo mostraram nenhuma atividade com o OE de C. cifratus nas
concentragdes usadas de 200 e 400 ug/mL. Entretanto, embora também nao
muito eficiente, o OE de C. winterianus mostrou efeito significativo na
concentracdo mais elevada (400 pg/ml). Ao contrario, a vitamina E (50 pg/mL)
usada como a droga da referéncia, apresenta uma atividade antioxidante que

diminui significativamente a absorbancia em relagéo aos controles (Figura 30).

Figura 30. Avaliagdo dos Eeeitos dos OEs de C. citratus (Cc) e C. winterianus (Cw), nas
concentragcdes de 200 e 400 yg/mL na avaliagdo da capacidade sequestradora de radicais livres
determinada por ensaios de DPPH.

Nota: Para analise estatistica foi utilizado ANOVA seguido por Student Newman Keuls como teste
post hoc.
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5.2.11 Efeitos dos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus na liberagcao de

Lactato desidrogenase (LDH) de neutréfilos humanos in vitro

Este ensaio foi utilizado para analisar o grau de citotoxicidade dos 6leos
essenciais através da liberacdo da enzima Lactato desidrogenase (LDH). Nao foi
constatado citotoxidade em nenhuma das concentragbes utilizadas dos O6leos

essenciais de C. citratus e C. winterianus comparado com o controle (Figura 31).
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Figura 31. Efeitos dos OEs de C. citratus (Cc) e C. winterianus (Cw), nas concentragbes de 1, 10 e
100 pg/mL, na liberagdo de LDH de neutréfilos humanos in vitro, indicando a auséncia de
citotoxicidade. Dados de 2-8 amostras vs. Triton X-100; vs. solucdo de Hanks. (ANOVA e test de
Student-Newman-Keuls como post hoc).
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5.2.12 Efeitos dos 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus na liberagcao de

Mieloperoxidase (MPO) em neutrdéfilos humanos in vitro

Uma completa inibicdo da liberagdo de Mieloperoxidase, um biomarcador
para inflamacgao, dos neutrofilos humanos estimulada por AMP (acetato de miristato
de forbol) foi observada na presenca de ambos os Oéleos essenciais, nas
concentragdes que variaram de 0.01 a 10 yg/mL em comparagdo a DMSO. Um
efeito significativo foi observado mesmo com as concentragbes mais baixas (Figura
32).
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Figura 32. Efeitos dos OEs de C. citratus (Cc) e C. winterianus (Cw), nas concentragdes de 0.01, 0.1
e 1 pyg/mL, inibindo a liberagdo de MPO de neutréfilos humanos in vitro. Dados de 2-7 amostras vs.
solucdo de Hanks; vs. DMSO; (ANOVA e teste de Student-Newman-Keuls como post hoc).
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6 DISCUSSAO
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A utilizagdo de plantas medicinais tornou-se um recurso terapéutico
alternativo de grande aceitagdo pela populacdo e vem crescendo junto a
comunidade médica, que preza por plantas cujas atividades bioldgicas tenham sido
investigadas cientificamente, comprovando sua seguranga e eficacia (KINGORN,
2001). Dessa forma, é de fundamental importancia que haja estudos pré-clinicos
como forma de screening de novas drogas com acgoes terapéuticas para que
posteriormente possam ser realizados estudos mais aprofundados concernente ao
potencial farmacolégico da droga, assim como a sua seguranga.

O vasto campo de aplicagdo do 6leo essencial de C. citratus e C. winterianus
por industrias de alimentos, cosmética e farmacéutica tem motivado ininterruptas
pesquisas dessas espécies. O interesse em pesquisar compostos biologicamente
ativos como os 6leos essenciais levaram-nos a testar os seus efeitos no SNC
dessas duas espécies.

Neste trabalho, os efeitos dos OEs foram estudados em varios modelos de
comportamento, tais como convulsdes induzidas por pilocarpina, pentilenotetrazol e
estriquinina, tempo de sono induzido por barbiturico, campo aberto, labirinto em cruz
elevado, rota rod e nado forgado. Estes testes sdo modelos classicos para screening
de atividades sobre o sistema nervoso central em animais e fornece informacgdes tais
como desempenho psicomotor, locomogdo, atividades anticonvulsivante,
sedativo/hipnética, relaxante muscular, ansiolitica e antidepressiva.

Alguns trabalhos mostraram que o 6leo essencial de C. citratus apresenta
efeitos farmacoldgicos. Dentre as atividades bioldgicas registradas da espécie
destacam-se: efeito hipotensor e antiinflamatério da infusdo da suas folhas, testado
em ratos por Viana et al. (2000), acao fungicida do 6leo essencial obtido das suas
folnas contra Aspergillus niger, avaliado por Baratta et al. (1998), Aspergillus
fumigatus e Cladosporium trichoides por Kishore et al. (1993), Didymella bryoniac
por Fiori et al. (2000), Aspergillum flavius, sendo que esse ultimo mostrou efeito
superior ao promovido pelos farmacos fungicidas sintéticos, tais como, Agrosan G.
N., Cerosan, Agrosim, Bavistin e Emison demonstrado por Mishra e Dubey (1994),
bem como ag&o antibacteriana contra organismos g-positivos e g-negativos
observada por Onawunmi e Ogunlana (1986).

Existem poucos relatos sobre a eficacia terapéutica do 6leo essencial de C.
winterianus, principalmente em relagdo ao sistema nervoso central. Labinas e

Crocomo (2003) observaram que o Oleo essencial de citronela de Java também
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apresenta acao inseticida e de repeléncia sobre lagartas de Spodoptera frugiperda,
uma espécie que causa grandes prejuizos as lavouras de milho. Martins (2006)
realizou experimentos com diversas concentragdes do 6leo essencial de citronela
sobre teledginas e larvas do carrapato Boophilus microplus, bem como frente a
postura e a eclosdo de seus ovos e observou que na concentracao de 10% o 6leo
essencial de citronela inibiu a postura das teledginas e também a eclosdo dos ovos.
A citronela também pode ser utilizada para combater cdlicas em animais e, além
disso, sua beleza exdética pode harmonizar ambientes, ajudando também no
combate a erosdo do solo (CASTRO; CHEMALE, 1995). Além dessas propriedades,
a citronela é utilizada na culinaria chinesa e seu bagago é aproveitado como ragéo
animal, sendo provado que animais que se alimentam deste bagag¢o desenvolvem

uma maior resisténcia a doengas (BARSOTTI, 2005).

Nesse estudo os rendimentos dos O6leos essenciais de C. citratus e C.
winterianus foram equivalentes a 0,46% e 0,49% respectivamente, calculados
utilizando a massa das folhas frescas. Autores, a exemplo de Singh et al. (1982)
afirmaram que o rendimento em dleo essencial de C. citratus é de 0,28% a 0,50%.
Observou-se que no sistema de cultivo e nas condi¢goes desse experimento houve
bom rendimento.

Uma pesquisa realizada por Carvalho et al. (2005) comparando o rendimento
em Oleo essencial de C. citratus submetido a diferentes tipos de adubacao,
demonstrou que o tratamento com adubacgao organica apresentou um rendimento
superior quando comparado ao tratamento com adubac&o convencional, entretanto,
nesse estudo foi realizado apenas uma coleta, seria interessante outras pesquisas
utilizando mais coletas em horarios e temperaturas diferentes, bem como meses
diversificados visando observar a reprodutibilidade do experimento. Um estudo
comparativo entre o cultivo organico e biodindmico com outro tipo de cultivo deve ser
também realizado buscando nortear suas vantagens e desvantagens.

Segundo Nascimento et al. (2003), comercialmente distinguem-se dois tipos
de oleo essencial de C. citratus, o East Indian e o West Indian conforme as
diferengas de composi¢ao quimica que se refletem na solubilidade em alcool a 70%
do teor de mirceno. Nas condicbes desse estudo observou-se que os teores
relativos de citral (68,91%) e mirceno (24,80%) caracterizaram esse 6leo como

provavelmente do tipo West Indian, entretanto, outros experimentos devem ser
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conduzidos em horarios diferentes de coletas das folhas dessa plantas, visto que
para Castro (2001) a composi¢gdo de um O6leo essencial comumente é bastante
dindmica, sendo que as interconversdes dos seus constituintes abrangem reagoes
de oxidacao, reducgao, desidratacdo, hidratacdo, isomerizacao e ciclizacao.

Segundo Ordodnez et al. (2004) as ag¢des antibacteriana, antifungica, calmante
e espasmolitica comprovadas desse 6leo s&o atribuidas aos constituintes geranial e
neral, ja o mirceno isolado ndo apresentou tais atividades, mas demonstrou agao
analgésica.

Os compostos volateis sdao muito sensiveis ao processo de secagem.
Alteracbes na concentragdo de compostos volateis durante a secagem podem ser
afetadas por varios fatores como o método de secagem e as caracteristicas do
produto submetido a secagem (VENSKUTONIS, 1997).

Os o6leos essenciais de C. citratus e C winterianus sdo usados popularmente
no Brasil, principalmente devido as suas agbes no sistema nervoso central, porém
com poucos estudos sobre este tipo de atividade. O presente estudo fornece dados
sobre os efeitos dos O6leos essenciais (OEs) no sistema nervoso central de
camundongos, concentrando-se principalmente sobre seus efeitos
anticonvulsivantes, sedativo/hipnotico, ansiolitico e antidepressivo (ALMEIDA, 2003).

As convulsdes sido propostas como resultado do desequilibrio das atividades
excitatdrias e inibitorias neuronais, seguida do aumento da excitagdo glutamatérgica
ou reducgao da inibicado gabaérgica (ELISABETSKY et al., 1999). As convulsdes do
tipo ténico-clonicas generalizadas podem ser estudadas através de modelos que
utilizem a administragdo sistémica de substancias quimicas convulsivantes, muito
usadas como screening de drogas anticonvulsivantes (SWINYARD et al., 1952).

Ha varios modelos experimentais que nos possibilita refletir a epilepsia
humana. Infelizmente, no momento ndo é possivel julgar que modelo é o melhor
para o desenvolvimento de novas estratégias na busca para drogas antiepilépticas.
Por isso, uma bateria de modelos deve ser usada para evitar o negativo falso ou
predicdes positivas (LOSHER, 2002).

No trabalho atual, a atividade anticonvulsivante dos EOs foi avaliada por
varios procedimentos experimentais, e um deles, a convulsdo induzida por
pilocarpina, amplamente utilizada para investigar drogas antiepilépticas, visto que é

um modelo de epilepsia do I6bulo temporal. Todos estes modelos sdo de um valor
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com carater de previsdo elevado para a deteccdo de drogas clinico-eficazes
(NICOLL, 2001).

Nés mostramos que os 6leos essenciais conseguiram modificar a propagagao
das convulsdes induzidas por PTZ e por Pilocarpina, ndo somente da laténcia a
primeira convulsdo, mas também da laténcia de morte. A taxa de mortalidade foi
reduzida significativamente, principalmente no modelo das convulsdes induzidas por
PTZ. De acordo com De Sarro e outros, 1999, PTZ pode exercer seu efeito
convulsivante inibindo a atividade do Acido Aminobutirico - (GABA), nos receptores
de GABAAa. O Acido Aminobutirico é o principal neurotransmissor inibitério envolvido
no processos epiléptico (MELDRUM, 1989; WESTMORELAND, 1994).

O teste de PTZ identifica drogas com eficacia de encontro as crises de
auséncia, assim como convulsdes mioclénicas. Os resultados comportamentais
obtidos com os 6leos essenciais das folhas frescas do C. citratus e do C. winterianus
sdo de acordo com o uso etnofarmacolégico destas plantas, sugerindo atividades
anticonvulsivantes e sedativo/hipnéticas. Embora os 6leos essenciais de ambas as
espécies retardasse ambos os parametros (laténcia a primeira convulsao assim
como a laténcia da morte), os efeitos do EO do C. citratus na laténcia a primeira
convulsdo foram mais intensos. Entretanto, ambos os OEs aumentaram
significativamente o numero de sobrevivéncias. Em decorréncia dos OEs atrasarem
a ocorréncia da convulsao induzida por PTZ, é provavel que eles possam interferir
com os mecanismos Gabaérgicos a fim de exercer seus efeitos anticonvulsivantes.
Este ponto foi corroborado pela potencializagdo do efeito do anticonvulsivante do
Diazepam nas convulsdes induzidas por PTZ como observado apds sua associagao
com uma dose mais baixa de cada 6leo essencial.

Recentemente Quitans-Junior et al. (2008) relataram que o OE de C.
winterianus apresentou uma atividade calmante do SNC e reduziu significativamente
as convulsodes induzidas por PTZ e Picrotoxina em roedores, também aumentou a
laténcia das convulsbes mioclénicas induzidas por Estriquinina. Entretanto, usaram
doses mais altas do que as nossas, até 400 mg/kg. Semelhantemente, outros
trabalhos (BLANCO, 2009) estudaram as propriedades ansioliticas, hipnoticas e
anticonvulsivante do OE de C. citratus administrado intraperitonealmente em ratos.
Os autores utilizaram doses mais elevadas e observaram que o OE aumentou o
tempo de sono induzido por tiopental, as convulsées induzidas por PTZ foram

retardadas, e bloqueadas quando induzidas por eletrochoque maximo. De acordo
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com eles, estes resultados indicam que o OE de C. citratus aumenta a laténcia da
primeira convulsdo e/ou bloqueia a propagacédo das convulsbées. Embora seus
resultados concordassem com 0s nossos, 0 uso de doses mais elevadas poderia
diminuir a seletividade do OE estudado (BLANCO, 2009).

Quando a Pilocarpina, um agonista dos receptores colinérgicos, foi
administrado como o agente convulsivante, o inicio das convulsées foi diminuido,
mas a laténcia da morte foi atrasada, com doses mais elevadas dos Oleos
essenciais. E importante enfatizar que, neste modelo, o OE da C. citratus foi mais
eficaz. Geralmente, a administracdo de Pilocarpina induz a ocorréncia de sinais
colinérgicos (salivacdo e diarréia) nos sistemas nervosos central (tremor) e
periférico, 0 que poderia ser observado nos animais tratados com os OEs. Mostrou-
se que o Status epilepticus (ES) induzido por Pilocarpina pode conduzir a um
downregulation dos receptores metabotropicos do Glutamato tais como mGuR8 que
sugere que esta condicdo do ES esteja associada com uma diminuigdo da
autoregulacdo da liberagdo do Glutamato. O esforgco oxidativo foi implicado
igualmente em diversas doengas, incluindo a Epilepsia. (KRAL, 2003).

Assim, relatou-se que o efeito protetor do Levetiracetam, uma droga
antiepiléptica nova, de encontro as convulsdes induzidas por Pilocarpina € mediado,
pelo menos em partes, pela redugao da peroxidagao lipidica e do estress oxidativo
hipocampal (OLIVEIRA, 2007). A excitagdo dos aminoacidos excitatorios foi
reconhecida como um mecanismo importante na génese da convulsdao (GUPTA,
2002, GUPTA; BRYAL, 2006). No presente estudo verificamos que pelo menos
parte da acao anticonvulvsivante do OE de C.winteranus parece esta relacionadaa
sua acgao sequestradora de radicais livres, determinado através do teste do DPPH.
Contudo, estudos adicionais sdo necessarios para confirmar esse achado.

Por outro lado, as convulsdes induzidas por Estriquinina bloqueando os
receptores da glicina aumentam a excitabilidade pés-sinaptica e a atividade nos
neurénios do corno dorsal (MCGARAUGHTY; HENRY, 1998). Os receptores da
glicina sensiveis a estriquinina sao localizados primeiramente na haste de cérebro e
na medula espinhal, onde sdo mediadores principais da inibicdo pds-sinaptica
(KEHNE, 1992).

Uma atuagdo composta por um agonista do receptor da glicina seria
potencialmente eficaz como um agente antiepiléptico. Nossos resultados

demonstram que a administracdo aguda do OE de C. winterianus aumentou
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significativamente a laténcia da primeira convulsédo e da morte, somente na dose
mais elevada. Consequentemente, este efeito sugere uma participagéo possivel da
neurotransmissao glicinérgica como mecanismo de agao desse 6leo essencial.

Embora, no estudo atual, os dois 6leos essenciais aumentaram ambos o0s
parametros, no tempo de sono induzido por barbiturico, o OE de C. winterianus foi
mais significativo, principalmente na duracdo do sono. Contudo, recentemente
mostrou-se que o OE de C. citratus aumentou o tempo de sono, porém as doses
usadas por estes autores eram muito mais elevadas (BLANCO, 2009).

Uma diminuigdo na laténcia do sono e um aumento na duracéo do tempo de
sono induzida pelo tiopental, como observado apds o tratamento com os dleos
essenciais, sao parametros convencionais relativos a uma propriedade
sedativo/hipnética. Nao obstante, € um teste nao especifico, desde que os
compostos que diminuem a taxa de biotransformagédo hepatica dos barbituricos
podem mostrar os mesmos efeitos comportamentais, como droga calmante do
sistema nervoso central (FUJIMOTO, 1960).

Nossos resultados sugerem que os OEs de C. citratus e C. winterians tém um
potencial efeito anticonvulsivante, por interferir no ponto inicial da convulsdo e/ou
bloqueio da sua propagacgéao. Os resultados obtidos com os EOs sdo provavelmente
devido a uma acgado sinérgica de outros compostos presentes em pequenas
quantidades. No entanto, nossos resultados reforgam o potencial terapéutico do OEs
das duas espécies e indica o valor biolégico e cultural dos estudos na medicina
popular tradicional como uma fonte de novas drogas para o tratamento de disturbios
centrais.

No estado de ansiedade, as reagdes de comportamentos defensivos, reflexos
autbnomos, o “despertar” e a vigilancia, a secregao de corticoterdides e as emogdes
negativas, ocorrem de uma maneira antecipada, independentemente dos eventos
externos. A distingdo entre um estado ansioso “patologico” e “normal” ndo tem
contornos nitidos, mas representa o ponto no qual os sintomas interferem com as
atividades produtivas normais (RANG et al., 2003). O aparecimento dos
benzodiazepinicos contribuiu para uma melhor compreensdo das bases da
ansiedade. Essas drogas foram introduzidas na clinica médicas ha mais de quatro
décadas e sao os agentes ansioliticos de escolha devido a sua efetividade e relativa

segurancga. Entretanto, essas drogas podem produzir tolerancia e dependéncia fisica
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(WALKER, 1990). Isto tem direcionado a pesquisa para novos e melhores agentes
ansioliticos.

O estudo comportamental relacionado a ansiedade em modelos animais é
baseado na afirmativa de que a ansiedade em animais € comparavel a ansiedade
em humanos. Apesar disso, ndo pode ser provado que um animal vive a ansiedade
da mesma maneira que um ser humano. Por outro lado é incontestavel que
diferentes modelos comportamentais em roedores indicam ansiedade, isto &,
mudangas comportamentais e periféricas que, presumivelmente podem estar
relacionadas com uma alta atividade do SNC (OHL, 2003). Portanto, uma analogia,
sendo uma homologia pode ser assumida entre a ansiedade em humanos e
roedores.

Levando em consideracdo as varias maneiras de manter o animal sob o
estresse, € bem conhecido na literatura, através de estudos de campo e
observagdes laboratoriais, que roedores tendem a evitar a area desprotegida de um
ambiente novo a qual sao submetidos pela primeira vez (TREIT; FUNDYTUS, 1989).

Em um experimento, geralmente representado por uma area definida, como
no campo aberto, os roedores tipicamente comegam a explorar o ambiente proximo
as paredes enquanto evita a parte aberta, isto €, a area desprotegida. Para garantir
que o animal exploraria a area desprotegida, em nosso experimento de campo
aberto, colocamos o animal no centro deste ao invés da lateral. Outro ponto
causador de estresse € o nivel de iluminacdo do ambiente, sendo uma area clara
mais aversiva para roedores, portanto produzindo uma aversao mais pronunciada do
que uma area escura. Dessa maneira, em nossos experimentos, colocamos o0s
animais em sala fechada pobremente iluminada com uma luz vermelha de 15W.

O teste do campo aberto € empregado para avaliar a atividade exploratoria
dos animais. A tendéncia natural do animal em um ambiente novo € a de explora-lo,
apesar do estresse e do conflito provocado por este ambiente (MONTGOMERY,
1958). Desta forma, a locomogao, grooming, rearing em roedores, observados no
campo aberto, sdo os parametros comportamentais mais usados para descrever
influéncias dos eventos da vida ou da administragado das drogas. Dados na literatura
demonstraram que a reducao na atividade locomotora espontanea da uma indicagao
do nivel de excitabilidade do SNC (MANSUR et al., 1971), e esta redugao pode esta

relacionada com a sedacgao resultante da depressao do SNC (PEREZ et al., 1998).
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Além do campo aberto, outra possibilidade de aumentar a versdo de um
roedor contra uma area desprotegida é elevando-a e impedindo o animal de ver o
chao, como pode ser visto no teste do labirinto em cruz elevado. Este teste baseia-
se no fato de que roedores tém aversdo a lugares abertos e elevados
(MONTGOMERY, 1958), os animais geralmente restringem a maioria de suas
atividades aos bragos fechados. Uma atividade relativamente baixa nos bragos
abertos é indicativa de ansiedade. Este modelo experimental € muito sensivel para
determinar a influéncia do receptor GABAa/Benzodiazepinico no processo de
ansiedade, pois, roedores submetidos ao tratamento com ansioliticos, como o
diazepam, cruzam mais vezes pelos bracos abertos e permanecem mais tempo
nestes bragos quando comparados aos animais controles (ZANGROSSI, 1997)
enquanto que, drogas como a buspirona, qua atua em receptores serotoninérgicos,
apresenta resultados muito variaveis em relagéo a este teste.

O teste da barra giratoria rota rod foi proposto por Dunham e Miya (1957).
Consiste em colocar camundongos sobre uma barra que gira numa velocidade
constante e verificar a capacidade do animal de equilibrar-se sobre a mesma. Este
teste mede o efeito de relaxamento muscular ou incoordenagdo motora, ou seja,
quanto mais intenso for o efeito, menor sera o tempo em que o animal consegue se
equilibrar sobre a barra (CARLINI; BURGOS, 1979).

O presente estudo fornece dados sobre o desempenho motor e as atividades
ansiolitica e hipnético/sedativa dos OEs em camundongos. Os testes do rota rod e
do campo aberto foram utilizados para avaliar as atividades locomotora e
exploratéria dos animais respectivamente. A coordenacdo motora, o equilibrio e a
capacidade exploratéria foram comprometidos somente nas doses mais elevadas,
visto que observamos uma elevada sedagao nos grupos tratados com os OEs na
concentragdo de 200mg/kg, nas demais concentragdes o0s animais né&o
apresentaram nenhuma resposta significativa.

De acordo com MacFarland e Reeder (1974), quase todos os animais gastam
uma significante parte do tempo no comportamento do grooming. Embora varios
transmissores possam modular a expressao deste comportamento (TRABER et al.
apud SERAFIM; FELICIO, 2001), a dopamina esta particularmente envolvida
(COOLS; SPRUIJT; ELLENBROEK apud SERAFIM; FELICIO, 2001). Neste estudo
houve uma diminuicdo de grooming no campo aberto em ambos os 6leos essenciais

nas doses maiores, em decorréncia da sedagao ocasionada por eles.
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A atividade de rearing parece estar relacionada com a hiperatividade
dopaminérgica. Estudos apontam que o aumento da atividade dopaminérgica induz
um maior comportamento de rearing (SWANSON et al., 1997). Em alguns estudos o
rearing tem sido focalizado como um aspecto de comportamento exploratério
(JOHANSSON; AHLENIUS, 1989). Nos experimentos deste trabalho, os oleos
essenciais de ambas as espécies reduziram o numero de rearing, nas doses mais
elevadas, devido a sedagao causada por elas. A dose de diazepam usada neste
estudo também reduziu o numero de rearing.

No teste do labirinto em cruz elevado, o diazepam usado como droga de
referéncia, como esperado produziu aumento em todos os parametros analisados,
ou seja, numero de entradas no brago aberto (NEBA) e tempo de permanéncia no
braco aberto (TPBA). Neste modelo, os animais tratados com os OEs agiram
semelhantemente aos do grupo controle, exceto na dose de 200 mg/kg que
apresentaram forte sedacéo. O efeito sedativo e a reducéo da atividade locomotora
sdo dados que indicam uma atividade depressora do SNC dos 6leos essenciais de
C. citratus e C. winterianus.

A depressao é uma condicdo psiquiatrica extremamente comum, debilitante,
com uma significante incidéncia na populagdo mundial. Numerosos compostos
antidepressivos estdo agora disponiveis e presume-se que agem através de
diferentes mecanismos, incluindo os sistemas noradrenérgico, serotoninérgico e/ou
dopaminérgico. A heterogeneidade da resposta clinica as drogas antidepressivas e
estabilizadoras do humor, e, a susceptibilidade aos efeitos adversos, sdo os maiores
problemas encontrados atualmente na clinica (LERER; MACCIARDI, 2002).

Os modelos animais de depressao sao tipicamente baseados na exposi¢cao
de animais a condi¢des estressantes (situagdo ameacadora), e ha varios testes
especificos para medir as respostas comportamentais e psicologicas. O nado
forcado € um dos modelos animais mais amplamente utilizados para screening de
novas drogas antidepressivas. Os animais sdo obrigados a nadar em um recipiente
com agua de onde é impossivel escapar. Inicialmente, ha uma tentativa
desesperada de sair dessa situagao, quando os animais apresentam um periodo de
vigorosa atividade seguida por momentos que permanecem imoveis, limitando-se
aos movimentos necessarios para manter suas cabegas fora d’agua (PORSOLT et
al., 1977).



108

O dleo essencial de C. citratus nesse teste diminuiu o tempo de imobilidade
somente na dose de 25 mg/kg, enquanto que o de C. winterianus apresentou efeito
significativo nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg. No entanto, o tempo de imobilidade
intensificou-se na dose de 200 mg/kg dos dois OEs, devido a sedagao ocasionada
nos animais. A imipramina (inibidor da recaptacdo de noradrenalina e serotonina),
usada como padrao positivo no teste, também dimuniu o tempo de imobilidade dos
animais, corroborando com os estudos que mostram a sensibilidade deste teste as
varias classes de drogas antidepressivas.

No estudo atual nés demonstramos igualmente que ambos os OEs inibiram
potencialmente a liberagdo de MPO (um biomarcador para a inflamagdo) dos
neutréfilos humanos in vitro. Adicionalmente, nenhum dos OEs mostraram
citotoxidade como avaliada pelo ensaio de Lactato desidrogenase (LDH). A
avaliagdo da capacidade sequestradora de radicais livres determinada por ensaios
de DPPH, mostrou efeito significativo somente no éleo essencial de C. winterianus.
Os processos inflamatoérios tais como a produgdo de citocinas inflamatérias e de
moléculas relacionadas, foram descritos no cérebro apds as convulsdes induzidas
em modelos experimentais e em epilepsia humana (VEZZANI, 2005).

Segundo Vezzani (2005) nos ultimos anos, cresceram as evidéncias que
indicam a ocorréncia de reagdes imunes e inflamatérias no cérebro em varias
doencas do sistema nervoso central (SNC). Além disso, os processos inflamatdrios,
tais como a producao de citosinas proinflamatérias e de moléculas relacionadas,
foram identificados no cérebro apds as convulsbes induzidas em modelos
experimentais e em casos clinicos de epilepsia. Embora se saiba pouco sobre o
papel da inflamacéo na epilepsia, supde-se que a ativagao do sistema imune inato e
as reagdes inflamatérias associadas no cérebro podem mediar algumas das
mudang¢as moleculares e estruturais que ocorrem durante e apds a atividade da
convulsdo. Se a resposta imune inata que ocorre no tecido epiléptico € benéfica ou
nociva ao SNC € ainda uma pergunta aberta e intrigante que deve ser respondida

por posteriores investigacoes.

Este estudo fornece evidéncias experimentais de que os 6leos essenciais das
folhas de C. citratus e C. winterianus apresentam uma atividade depressora do SNC
e propriedades anticonvulsivantes dose-dependentes. Embora o OEs pareca afetar

preferencialmente a neurotransmissao GABAérgica, outros caminhos tais como as
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vias glutamatérgicas e glicinérgicas provavelmente sdo envolvidos e devem ser
considerados. Além disso, os possiveis efeitos antioxidantes e antiinflamatorios,
como foi demonstrado por suas atividades na liberacdo de MPO dos neutréfilos
humanos, podem ter um papel importante nas atividades determinadas para os

6leos essenciais.
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7 CONCLUSOES




111

Os conhecimentos disponiveis na literatura especializada aliados a
interpretacédo dos resultados obtidos permitiram inferir as seguintes conclusées. Nos
trés ensaios para determinacdo da atividade anticonvulsivante em camundongos
machos e fémeas, os 6leos essenciais de C. citratus e C. winterianus apresentaram
melhores resultados no modelo de convulsdes induzidas por PTZ, retardando o
inicio da laténcia de primeira convulsdo e da laténcia de morte nos animais,
sugerindo um possivel efeito anticonvulsivante, que pode estar relacionado com o
Sistema  Gabaérgico devido a sua interagio com o0  receptor
GABA/Benzodiazepinico, visto que constatamos a potencializagado dos seus efeitos
em doses baixas dos 6leos essenciais, administrados juntamente com o diazepam

numa dose também muito pequena.

Nos demais ensaios de convulsdo observou-se uma variabilidade na resposta
dos animais aos Oleos essenciais. No modelo de convulsdes induzidas por
pilocarpina o OE de C. citratus sobressaiu-se apresentando efeito significativo ao
retardar a laténcia da primeira convulsao e de morte em comparagao com o OE de
C. winterianus. Ja no modelo de convulsbes induzidas por estriquinina, ambos os
Oleos essenciais apresentaram uma efetividade significativa aumentando somente a

laténcia de primeira convulsao.

Nos modelos comportamentais de ansiedade, depressao e hipnoético-
sedativos, o perfil farmacolégico dos dleos essenciais mostrou-se dose-dependente,
visto que nas doses maiores os Oleos essenciais causaram efeito depressor do
sistema nervoso central, enquanto que nas doses menores apresentaram um efeito

antidepressivo.

Embora estudos mais aprofundados sejam imprescindiveis, os resultados
expostos nesse trabalho constituem uma base rica de dados a cerca das atividades
bioldgicas dos Oleos essenciais citados, sendo uma fonte preliminar de informagdes

cientificas de suma importancia que incitam pesquisas futuras.
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