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RESUMO

A investigacdo de plantas medicinais é indispensavel na busca de novas substancias
com potencial atividade ansiolitica e antidepressiva, visto que a ansiedade e depressao estao
entre os distarbios do sistema nervoso central (SNC) mais relevantes dentre os problemas de
salde mundial. Tais plantas sdo fontes de Oleos essenciais (OE) que frequentemente sdo
utilizados na aromaterapia, pois fornecem substancias volateis capazes de curar e prevenir
doengas por meio da inalacdo. Esta pratica j& se mostrou efetiva sobre o SNC, trazendo
beneficios terapéuticos a pacientes que nao respondiam bem aos tratamentos convencionais.
Uma espécie vegetal cujo OE possui atividade sobre o SNC € o Citrus aurantium L. (laranja
amarga), espécie do género que mostrou atividade ansiolitica quando utilizado na
aromatizacdo de ambiente na sala de espera de um consultério dentario. Aqui avaliamos o
potencial efeito ansiolitico e antidepressivo do OE de Citrus aurantium L por via inalatoria
em camundongos, por meio da resposta comportamental em modelos experimentais de
ansiedade, o Labirinto em Cruz Elevado, e de depressédo, o Teste do Nado For¢ado. Com esta
avaliacdo, o OE ndo foi efetivo por via inalatoria em nenhuma das concentragdes testadas
(0,5%, 1,0% e 2,5%), tanto para ansiedade quanto para depressédo. No entanto, este resultado

néo exclui a possibilidade de obtencéo de tais efeitos se alterada a concentragao de OE.

Palavras-chave: ansiedade; aromaterapia; camundongo; Citrus aurantium; depressao; 6leo

essencial.
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1. INTRODUCAO

Disturbios do sistema nervoso central (SNC) acometem milhares de pessoas no mundo
e podem afetar diferentes aspectos do comportamento, como 0 pensamento, as emocdes, a
memoria, as sensagdes, a linguagem e o movimento, interferindo na qualidade de vida sob o
ponto de vista biolégico, psicoldgico e/ou social (Cryan e Holmes, 2005).

Dentre estes disturbios, a ansiedade representa um substancial problema de salde
publica no mundo, uma vez que causa um grande sofrimento pessoal e resulta em reducéo da
expectativa de vida. O quadro de ansiedade caracteriza-se por estado emocional transitério
que envolve conflitos psicoldgicos e sentimentos desagradaveis de tensdo e angustia, aléem de
desconforto derivado de antecipacdo do perigo ou de algo desconhecido (Cryan e Holmes,
2005). Quando permanente, a ansiedade pode trazer consequéncias indesejaveis, com
consideravel prejuizo funcional, como fadiga, deficiéncia do sistema imunolégico e,
inclusive, morte (Graeff e Brandao, 1999). Com isso, para seu tratamento existem diversas
drogas e, dentro da abordagem farmacologica, os benzodiazepinicos sdo drogas que possuem
efeito ansiolitico com alta eficacia terapéutica e baixos riscos de intoxicacdo. No entanto,
podem levar ao uso abusivo, desenvolvimento de tolerancia, sindrome de abstinéncia e
dependéncia pelos usuarios croénicos (Silva, 1999).

Outro distarbio relevante ¢ a depressdo. A projecdo para 0 ano de 2030 é que a
depressdo maior esteja em primeiro lugar dentre os problemas de salde em termos de
qualidade de vida e incapacitacdo da populagcdo mundial (World Health Organization, 2004).
Caracterizada pela depressédo do humor (sentimento de infelicidade, de fracasso e anedonia),
reducdo de interesse ou prazer, a depressdo pode vir acompanhada de outros sintomas, como
mudanga no apetite e no peso corporal, fadiga, agitacdo psicomotora, insénia e pensamentos
suicidas (American Psychiatric Association, 2002). Os farmacos antidepressivos produzem,
em meédia, uma melhora dos sintomas em 60 a 70% dos pacientes, no prazo de um més
(Souza, 1999). Dentre os mais utilizados, encontram-se a Imipramina (um antidepressivo
triciclico) e a Fluoxetina (um inibidor seletivo da recaptacdo de serotonina) que, de um modo
geral, exibem boa eficicia, mas apresentam importantes efeitos colaterais como insénia,
efeitos colinérgicos, disfuncdo sexual, dentre outros (Souza, 1999).

Tanto a ansiedade como a depressdo sdo doencas psiquiatricas multifacetadas
dramaéticas e debilitantes, muitas vezes havendo co-ocorréncia (Kalueff et al., 2007).

Nas ultimas décadas houve um intenso estudo de uma variedade de mecanismos

neurobiol6gicos subjacentes a ansiedade e depressdo, 0 que sugere que estas doencas



compartilhem determinantes genéticos comuns, mesmo com diferentes causas ambientais
(Kendler et al., 1987).

Por estes motivos, considerando que o indice de comorbidade entre os quadros de
ansiedade e depressao esta em torno de 60 a 70 % (Kalueff et al., 2007), com indicios de que
estes quadros possuam origens genéticas comuns (Kendler et al., 1987), é possivel supor que
uma mesma substancia possa exercer atividade terapéutica em ambos 0s quadros.

Assim, os multiplos efeitos adversos das drogas disponiveis e sua eficacia limitada em
uma consideravel proporcdo de pacientes justificam os esfor¢os no sentido de encontrar novas
substancias com potencial atividade ansiolitica e antidepressiva.

E com esse objetivo que a investigacdo de plantas medicinais se apresenta como uma
fonte promissora para a obtencdo de novas moléculas com potencial atividade farmacolégica
(Calixto, 2000). Tais plantas sdo fontes de Oleos essenciais, que ja se mostraram efetivos
sobre a atividade do sistema nervoso central, trazendo beneficios terapéuticos a pacientes
deprimidos (Holmes e Rodgers, 1999) ou ansiosos (Morris et al., 1995; Lemon, 2004), que
nédo respondem bem aos tratamentos convencionais (Carlini, 2003).

Para o sucesso de novas substancias a base de plantas também se faz oportuno o
desenvolvimento de terapias alternativas. Desta forma, entra em questdo a incontestavel
popularidade da aromaterapia e o entusiasmo de profissionais da salde quanto ao seu uso, 0
que tém incentivado seu aprimoramento e seu consequente éxito em diversos cenarios da
salde (Cooke e Ernst, 2000).

A aromaterapia é definida como o uso terapéutico de uma fragrancia ou uma
substancia volatil para curar e prevenir doencgas, infec¢des e indisposi¢cfes por meio de sua
inalacdo. Frequentemente, ela utiliza 6leos essenciais como fonte destas substancias. Os dleos
essenciais (OE) séo definidos pela ISO (International Standard Organization) como
compostos organicos obtidos de partes de plantas por destilacdo por arraste de vapor d’agua.
Ha& uma grande variedade na composi¢do quimica dos OE que pode resultar em efeitos
farmacologicos diversos.

Estudos clinicos sugerem que a exposicdo da inalagéo a varios tipos de OE é efetiva na
reducdo do estresse psicologico, estado de ansiedade, assim como niveis de cortisol em
pacientes hipertensivos (Hwang, 2006). Um destes estudos foi realizado com homens e
mulheres expostos a gotas de 6leo essencial de Citrus sinensis dispersas na ante-sala de um
consultério odontolégico.  Esta exposicdo provocou efeito relaxante nos pacientes,
especificamente nos casos das mulheres, que apresentaram menor nivel de ansiedade, melhora

no humor e maior estado de tranquilidade (Lehner et al., 2000).



Observa-se, entdo, uma forte relacdo entre a percepcdo de odores e a resposta no
comportamento emocional, que foi sugerida pela conexdo neuroanatémica (cortex Orbito-
frontal, amigdala, cértex piriforme e cortex do cingulo anterior e insular) entre o olfato e as
emocdes (Pollatos et al., 2007).

Com isso, aqui investigamos a potencial atividade ansiolitica e antidepressiva em
camundongos expostos a inalagdo do OE de uma espécie vegetal que possui citacdo popular
relacionada com a atividade sobre o SNC: Citrus aurantium L.

O Citrus aurantium L. (familia Rutaceae), popularmente conhecido como laranja-
amarga ou laranja-azeda (Santos et al., 1988) é uma planta originaria do sudeste da Asia,
india e China (Grieve, 1994), cujas partes mais utilizadas com fins medicinais pela populagéo
sdo a casca dos frutos, flores e folhas. Em relacdo aos seus efeitos sobre o SNC, a espécie é
popularmente empregada para curar ou aliviar insonia, tratar nervosismo, ansiedade e histeria,
e as flores séo utilizadas com fins sedativos (Santos et al., 1988; Lehrner et al., 2000).

Estudos anteriores ja sugerem a acdo central do oOleo essencial de C. aurantium,
potencialmente util no tratamento da ansiedade (Carvalho-Freitas e Costa, 2002; Pultrini et
al., 2006). No entanto, estas atividades foram detectadas apds administracdo por via oral,

diferentemente do presente estudo, que propGe a avaliagdo via inalatéria do OE.

2. OBIJETIVO

Investigar a potencial atividade ansiolitica e antidepressiva em camundongos expostos
a inalacdo do oleo essencial de Citrus aurantium L, por meio da resposta comportamental em

modelos experimentais classicos de ansiedade e depresséo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengao e caracterizagao fitoquimica do dleo essencial

A parte vegetal utilizada foi a casca dos frutos. A coleta deste material foi realizada
em um sO pomar localizado no Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da
UNESP, Campus de Botucatu, que contém 7 exemplares adultos da espécie selecionada.

Imediatamente apds a coleta, as cascas dos frutos de Citrus aurantium L. foram
submetidas a extracdo do OE por hidrodestilacdo, com a utilizacdo de um aparelho do tipo
Clevenger. O material vegetal foi misturado com &gua destilada dentro de um baldo
volumétrico e posto sobre uma manta aquecedora. Assim que o conteddo entrou em ebuligéo,
0 vapor resultante passou por um recipiente resfriado para condensar em liquido novamente,
desembocando em um compartimento onde a agua foi separada do Oleo essencial por
principio de densidade.

Em seguida, a separacdo, quantificacdo e identificacdo das substancias foram
realizadas em cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-EM, Shimadzu,
QP-5000), operando por impacto de elétrons (70eV). Dotado de coluna capilar: OV-5 (Ohio
Valley Specialty Chemical, Inc.; 30,0 m x 0,25 mm x 0,25 um).

e CondicoOes de andlises:

Injetor: 220 °C, Detector: 230 °C; gas de arraste: hélio, vazdo: 1,0 mL/min.; split: 1/20.
Programa de temperatura: 60 °C-240 °C, 3 °C/min.

A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparag@o dos seus espectros
de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.) e indice de retengdo de
Kovats (Adams, 2007). Os indices de retencdo das substancias foram obtidos pela co-injecdo
do 6leo essencial com uma mistura padrdo de hidrocarbonetos (Cy-Co4), aplicando-se a
equacéo de Van den Dool e Kratz, 1963.

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos com aproximadamente 45 dias de idade,
provenientes do Biotério Central da UNESP — Campus de Botucatu e mantidos no Biotério do
Departamento de Farmacologia, sob condigdes controladas de luz (fase claro/escuro de 12
horas) e temperatura (21°C + 2°C), com livre acesso a agua e alimento.
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Todos os animais foram acondicionados e tratados de acordo com os Principios Eticos
na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) sendo todos os protocolos experimentais aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu (Anexo
1).

3.3. Procedimentos gerais

Os animais ficaram no Biotério do Departamento de Farmacologia por um periodo
minimo de uma semana antes de serem utilizados, e foram levados para o laboratério 2 horas
antes de serem submetidos aos procedimentos experimentais, para habituacéo.

Os testes foram realizados sempre em um mesmo periodo, para evitar variacdes
devidas ao ciclo circadiano. Além disso, foram feitos em uma sala isolada com som atenuado,
exaustdo de ar e controle de temperatura e luminosidade, na qual nenhuma outra atividade foi

executada concomitantemente a realizacéo dos experimentos.

3.4. Aparato de inalagao

O procedimento experimental, padronizado para nossas condi¢Ges experimentais
(Ferreira, 2010) teve como base o descrito por Almeida e colaboradores (2004). O aparato
consiste numa caixa de acrilico (36 x 30 x 29 cm) cujas paredes anterior e posterior contém 4
furos de 2cm de didmetro onde foram colocados os algoddes embebidos com as solucGes do
Oleo essencial ou com salina (2mL em cada unidade). A tampa removivel da caixa é
constituida por uma placa com 30 pequenos furos de 0,4cm de didametro para ventilagdo,
como ilustrado na Figura 1.

Os camundongos foram colocados individualmente na caixa de inalacéo e o tempo de
exposicéo foi de 7 minutos para cada animal, os quais foram posteriormente submetidos aos
modelos comportamentais descritos adiante.

Para manter a homogeneidade na concentracdo do OE dentro da caixa, os algoddes
embebidos foram sempre renovados apds exposicdo de dois animais. Além disso, a cada

procedimento experimental, o aparato foi limpo com papel toalha embebido em agua.
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Figura 1. Aparato de inalagao.

3.5. Drogas e Tratamentos

O oleo essencial de Citrus aurantium L. foi solubilizado em agua nas concentragdes de
0,5%, 1,0% e 2,5%. Para o tratamento dos animais, a cada chumago de algodao acoplado a
caixa de inalacdo foram adicionados 2mL da solugdo em teste. Imediatamente apos a retirada
do aparato de inalacdo o camundongo foi submetido a um dos procedimentos experimentais
descritos posteriormente.

Os animais que formaram os grupos controles (positivo e negativo) foram submetidos
a caixa de inalagdo sem a presenca do OE, tendo seus algoddes embebidos apenas com 2mL
de salina.

e Controle positivo: os animais que formaram o grupo controle positivo foram tratados

com drogas-padrdo em doses efetivas no respectivo procedimento, de modo a avaliar as
condicBes experimentais para analise das atividades ansiolitica e antidepressiva previamente
padronizadas. Assim, Diazepam (1mg/kg) foi utilizado como controle positivo no teste de
ansiedade e Imipramina (30mg/kg), no teste de depressdo. Ambas foram dissolvidas em
solucdo fisiolégica (Salina a 0,9%) e administradas por via intraperitoneal no volume final de
10 ml/kg.

e Controle negativo: o grupo controle negativo poderia ser formado de duas maneiras:

0s camundongos pertencentes a este grupo poderiam ser tratados com salina ou poderiam ficar
isento de qualquer tratamento. Assim, aqui foi verificada a existéncia de diferenga entre estes
dois grupos com relacdo ao comportamento dos animais e, a partir desta resposta, foi
escolhido o melhor controle negativo.

Foram tomadas medidas preventivas para que nenhum dos animais pertencente aos

grupos controles (positivo ou negativo) fosse exposto ao odor do OE, para que assim ndo



12

houvesse interferéncia em seus resultados. Desta forma, as caixas de inalacdo permaneceram

em uma capela dotada de um exaustor para controlar a disseminacédo do odor do OE.

3.6. Avaliagao da atividade ansiolitica

O modelo do labirinto em cruz elevado (LCE) e adequado para mensuracdo de
ansiedade em roedores e usado extensivamente na descoberta de novos agentes ansioliticos
(Pellow e File, 1986). Foi originalmente descrito para ratos (Pellow et al., 1985) e
posteriormente validado para camundongos (Lister, 1987).

O aparato do LCE (Figura 2) consiste numa plataforma com dois bragos abertos
perpendiculares a dois bracos fechados, todos medindo 30cm de comprimento por 5cm de
largura. As paredes dos bracos fechados tém 25cm de altura. A altura do labirinto em relagéo
ao solo é de 50cm.

O protocolo experimental consiste em colocar o animal no centro do labirinto, com a
cabeca voltada para um dos bracos fechados, sendo-lhe permitido explorar livremente o
aparelho por 5 minutos, durante os quais, os animais sao filmados. Posteriormente, o aparelho
é limpo com papel toalha e &gua para colocagdo do proximo animal.

Foram registrados os parametros tradicionais deste modelo: freqiiéncia de entradas e o
total de tempo gasto nos bracos abertos. A aversdo aos bracos abertos é interpretada como
sendo gerada pelo “medo da novidade” (que induziria aversdo e curiosidade) e também pela
elevacdo do braco aberto. J& 0 numero de entradas (total de entradas = nimero de entradas no
aberto + nimero de entradas no fechado) é considerado como indice de atividade locomotora
(Rodgers, 1992; Rodgers et al., 1995).

Alguns autores propuseram que a sensibilidade, confiabilidade e validade etol6gica de
um teste melhorariam se a atencdo do pesquisador fosse voltada para o que os animais fazem
de fato no labirinto e ndo apenas para os itens primarios (Rodgers et al., 1992). Assim, novas
medidas foram incorporadas na avaliagdo comportamental do modelo (Rodgers et al., 1995):

e Rearing (levantar) - comportamento exploratério no qual os camundongos
apoiam-se nos membros posteriores, com o tronco perpendicular ao piso, adquirindo posi¢édo
vertical, mantendo as patas anteriores movimentando-se no ar ou encostadas contra a parede
do brago (Espejo, 1997);

e Stretched attend postures (espreitas) - postura em que o animal se estende
cautelosamente adiante, sem, no entanto, retirar do lugar suas patas traseiras, voltando em

seguida, a mesma posic¢ao;
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e Grooming (autolimpeza) - limpeza de qualquer parte da superficie do corpo
com a lingua, dentes e / ou patas dianteiras.

e Head dippings (mergulhos de cabeca) - comportamento exploratorio, no qual o
animal examina a lateral do labirinto (brago aberto) em direcdo ao chdo, sugerindo

movimento vertical (Setem, 1999).

No LCE para camundongos, mergulho de cabecga e espreitas parecem preencher os
requisitos de uma avaliagdo de risco (risk assessment), um comportamento que pode ser
relacionado a hipervigilancia, apresentado por individuos ansiosos (Blanchard et al., 2001). A
avaliacdo de risco representa uma antecipacdo de um perigo potencial, sendo um
comportamento defensivo de grande valor adaptativo; ainda assim, individuos ansiosos
parecem mais frequentemente tentar antecipar tal ameaca no intuito de lidar melhor com isto,
0 que acaba por trazer prejuizos para 0s mesmos. Desta forma, 0s animais mais ansiosos se
aproximardo vagarosamente da saida da plataforma central, exibindo alta freqéncia de

espreitas e de mergulho de cabeca (Rodgers, 1992).

Figura 2. Labirinto em Cruz Elevado
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3.7. Avaliagao da atividade antidepressiva

O Teste do Nado Forgado ¢ o modelo farmacologico “in vivo” mais utilizado para
avaliacdo da atividade antidepressiva, cuja imobilidade reflete o estado de baixo humor
relacionado com a impossibilidade de escape durante a situagéo experimental (Porsolt et al.,
1977).

O protocolo foi realizado em um recipiente cilindrico com 21 cm de altura e 20,5 cm
de didmetro, com uma coluna d"agua de 13 cm, a temperatura de 23 °C (£ 1 °C). A

O comportamento avaliado se baseia na resposta de “desamparo aprendido” (Geyer e
Markou, 2000) na qual o animal € submetido a um estresse incontrolavel representado pela
natacdo em um ambiente confinado. Os animais inicialmente nadam e tentam encontrar uma
saida e, ndo obtendo éxito, assumem uma postura imovel que ocorre cada vez mais
precocemente com a repeticdo do procedimento. Assim, 24 horas antes do teste, é realizada
uma a sessdo treino, que representa o periodo de estresse incontrolavel e inescapavel. Esta
sessdo treino tem duracdo de 15 minutos e determina a ocorréncia mais precoce de
imobilidade na sesséo de teste.

A sessdo teste teve a duracdo de 6 minutos, durante os quais tem seu comportamento
registrado pelo computador, em forma de videos. Para a posterior leitura destes videos, um
programa distribuido livre e gratuitamente chamado EthoLog foi utilizado para a visualizagao
e observacdo do comportamento (Ottoni, 2000). Esta ferramenta auxiliou a leitura dos
comportamentos, que foram classificados e analisados detalhadamente pelo experimentador.

Os comportamentos executados foram classificados em: natacdo, escalada ou
imobilidade (figura 3) e foram analisados somente nos 4 Gltimos minutos de gravagdo, uma
vez que durante os 2 primeiros minutos observa-se pouca imobilidade dos camundongos,
dificultando a avaliacdo do real efeito dos tratamentos (Porsolt et al., 1977).

O comportamento de natacdo é caracterizado por movimentos, usualmente horizontais,
através do recipiente; o comportamento de escalada € caracterizado por movimentos
ascendentes das patas dianteiras, geralmente, ao longo das paredes do recipiente; a
imobilidade é definida quando nenhuma atividade adicional é realizada, com os animais
executando movimentos minimos para manter suas cabecas acima da &gua (Cryan et al.,
2002).

Ao término do periodo de natacdo os animais foram retirados cuidadosamente do

recipiente, secos com um papel toalha e colocados de volta nas suas respectivas caixas.
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a) Imobilidade b) Natacéo c) Escalada

Figura 3.Comportamentos executados no Teste do Nado Forgado.

3.8. Avaliagao da atividade motora

Com a finalidade de excluir a possibilidade de que um eventual efeito ansiolitico e/ou
antidepressivo nos modelos descritos anteriormente seja devido a uma alteracao na atividade
locomotora, os camundongos foram submetidos a outro procedimento denominado Rota-Rod.

Descrita por Duham e Miya (1957), esta técnica pode detectar prejuizos neuroldgicos
minimos e consiste na avaliagdo da capacidade do animal em manter-se sobre uma barra
giratéria, a uma velocidade fixa. Prejuizos neuroldgicos como ataxia, sedacdo e
hiperexcitabilidade séo indicados pela inabilidade do animal em se manter sobre a barra em 1
minuto. Cada animal foi submetido a trés tentativas consecutivas para que demonstrem
capacidade de permanecer sobre a barra.

Este aparato esta mostrado na figura 4 e consiste em uma barra pléstica rugosa de 3 cm
de didmetro e 50 cm de comprimento que gira a uma velocidade de 5 r.p.m. Esta barra é
dividida em 5 sec¢des iguais para possibilitar a avaliagdo individual de 5 animais a0 mesmo
tempo. A altura da barra em relagdo a base do aparelho é de 25cm. Os animais foram
selecionados 24 horas antes do teste, e apenas foram submetidos ao Rota-Rod aqueles animais
que, em condic¢Bes normais (sem nenhum tratamento) mostraram-se habeis em manter-se em

equilibrio sobre a barra giratoria.
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Figura 4. Rota-Rod

3.9. Analise estatistica

Dados quantitativos foram comparados por analise de variancia ndo paramétrica de
Kruskal-Wallis, seguida do teste de Mann-Whitney, quando necessario. Os resultados obtidos
nos experimentos de avaliacdo comportamental foram apresentados como mediana e intervalo

interquartis (Q1 e Q3), sendo comparados com grupo veiculo (controle negativo),

considerando as diferencas como significantes quando p<0,05.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise fitoquimica

A analise dos principais componentes do oleo essencial (OE) foi realizada por
cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas. A tabela 1 mostra os resultados da
composi¢do quimica do OE, cujo cromatograma esta reproduzido na figura 5, na qual se
observa que 98,66% é formado por limoneno.

Tabela 1: Composicdo quimica do 6leo essencial de Citrus aurantium

Pico Substancia [%] IK experimental IK literatura*®
1 - pineno 0,41 977 976
2 mirceno 0,53 991 990
3 limoneno 98,66 1037 1029
4 ni 0,41 1100 -
Total identificado 99,59

(*) indice de Kovats: Adams, 2007; ni = n3o identificada

T 3 TTERE7

Abundincia relativa (%)

1 2 4

¥ r T e T T T T T
] B 1@ 12 4
Tempo de retengio (min)

Figura 5. Cromatograma obtido por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de massas.
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4.2. Avaliacao da atividade ansiolitica

Utilizando o modelo do Labirinto em Cruz Elevado, os dois principais parametros
medidos na avaliacdo da atividade ansiolitica foram: o tempo gasto nos Bracos Abertos (BA)

e a frequéncia de entradas nos Bracos Abertos.

a) Escolha do Controle Negativo: Salina ou Auséncia de tratamento

Para a escolha do controle negativo, verificamos e comparamos duas opgoes:
camundongos tratados apenas com salina e camundongos isentos de qualquer tratamento.
Conforme apresentado na figura 6 e 7, os controles negativos (Salina e Auséncia de
tratamento) ndo obtiveram diferenca significante entre eles quanto aos parametros analisados.
Normalmente, a administracdo de salina por via intraperitoneal é utilizada como
controle negativo, pois os camundongos sdo submetidos ao mesmo procedimento dos
camundongos que compdem o grupo controle positivo: ambos sofrem manipulagdo
experimental e o desconforto de receberem um tratamento por via intraperitoneal. No entanto,
0s animais que integram o grupo teste (inalacdo de 6leo essencial) ndo recebem nenhum tipo
de administracdo intraperitoneal, apenas sendo colocado diretamente na caixa de inalagéo.
Assim, para uma comparagdo mais efetiva entre o grupo teste e o controle negativo,
determinamos o grupo com auséncia de tratamento como o melhor controle negativo usado na
investigacdo da atividade ansiolitica por via inalatoria, por isentar o animal da manipulagéo e
exposicdo ao tratamento e permitir que o camundongo tenha um comportamento mais natural

frente ao novo ambiente no LCE.



Tempo gasto nos Bragos Abertos - LCE
140 -+ *
120 -+
100 -
80 -

(s)

60 -

Diazepam Salina Auséncia de
(n=10) (n=10) Tratamento (n=10)

Figura 6. Mediana (Q1-Q3) do Tempo Gasto nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz Elevado
(LCE), util na escolha do grupo controle negativo (salina ou auséncia de tratamento).

n = ndmero de animais por grupo
*p<0,05 em relacéo aos grupos controles negativos (Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de
Mann Whitney).

N2 de Entradas nos Bragos Abertos - LCE

Diazepam Salina Auséncia de Tratamento

Figura 7. Mediana (Q 1-Q3) do Numero de Entradas nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz
Elevado (LCE) util na escolha do grupo controle negativo (salina ou auséncia de tratamento).

n = nimero de animais por grupo
*p<0,05 em relacdo aos grupos controles negativos (Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de
Mann Whitney).
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b) Avaliacdo do efeito ansiolitico do Oleo Essencial

Na andlise do modelo do LCE, o DZP na dose de 1mg/kg (controle positivo) foi
efetivo no aumento do tempo gasto nos Bragos Abertos, e no aumento do numero de entradas
nos BA. A efetividade do controle positivo valida o procedimento experimental e descarta a
possibilidade de erros na execucdo do procedimento. J& 0 OE (em todas as concentra¢@es) nao
aumentou nenhum dos parametros cléssicos, ndo obtendo diferenca significativa em relacéo
ao controle negativo. (Figuras 8 e 9).

Deste modo, é possivel afirmar que o tratamento com OE nas concentragdes testadas
ndo modificou os parametros avaliados para ansiedade no Labirinto em Cruz Elevado. E
entdo, concluimos que o OE de Citrus aurantium L. nas concentracfes de 0,5%, 1,0% e 2,5%
ndo possui efeito ansiolitico por via inalatoria.

Com relagdo ao uso do LCE como modelo experimental, ndo ha davida de que ele seja
referéncia no estudo da atividade ansiolitica. O LCE é adequado para mensuracdo de
ansiedade em roedores e usado extensivamente na descoberta de novos agentes ansioliticos
(Pellow e File, 1986). Este € um modelo baseado em respostas incondicionadas a ambientes
potencialmente perigosos, e 0s roedores tendem a evitar locais desprotegidos e elevados
(Graeff e Guimardes, 2000), aqui representados pelos bracos abertos. Drogas que na clinica
sdo ativas no tratamento dos transtornos de ansiedade generalizada, em especial os derivados
benzodiazepinicos, aumentam a interagdo dos animais com estes ambientes aversivos,
enguanto o oposto ocorre em animais tratados com drogas ansiogénicas como, por exemplo, a
cafeina. (Lister, 1987).
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Tempo Gasto nos Bragos Abertos - LCE

120
£ 3
100
80
@ 60
40
0
Diazepam Auséncia de OE 0,5% OE 1,0% OE 2,5%
(n=12) Tratamento (n=12) (n=10) (n=12)
(n=10)

Oleo Essencial de Citrus aurantium

Figura 8. Mediana (Q 1-Q3) do Tempo Gasto nos Bracos Abertos no Labirinto em Cruz Elevado (LCE)
para a Avaliacdo da Atividade Ansiolitica do Oleo Essencial (OE) de Citrus aurantium L. por via inalatéria
em camundongos.

n = ndmero de animais por grupo

*p<0,05 em relacdo ao grupo controle negativo (Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Mann

Whitney).
Numero de Entradas nos Bragos Abertos -
LCE
14 %
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Diazepam Auséncia de OE 0,5% OE 1,0% OE 2,5%
(n=12) Tratamento (n=12) (n=10) (n=12)
(n=10) -
Oleo Essencial de Citrus aurantium

Figura 9. Mediana (Q 1-Q3) do NUmero de Entradas nos Bragos Abertos do Labirinto em Cruz Elevado
(LCE) para a Avaliagdo da Atividade Ansiolitica do Oleo Essencial (OE) de Citrus aurantium L. por via
inalatéria em camundongos.

n = n° de animais por grupo
* p<0,05 em relacdo ao grupo controle negativo (Teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann Whitney).
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Pelo fato de os resultados obtidos a partir dos dois parametros classicos para o LCE
ndo apresentarem respostas indicativas de efeito ansiolitico, a analise dos fatores etologicos
deixou de ser significativa e relevante. Seus resultados apenas ressaltaram os resultados dos

parametros classicos, como mostra a tabela 2.

Tabela 2. Resultados dos Fatores Etologicos na Avaliacdo de Ansiedade no LCE

Fatores etologicos

Tratamentos Rearing (:/(leecragstlezz Espreitas Grooming
Dzp 15,5 [11-20] 2[2-4]* 2[2-5] * 3,5[0-23]
Auséncia de Trat. 11 [10-15] 5 [4-5] 7,5 [6-9] 16 [8-20]
OE 0,5% 14 [9-19] 7 [5-11] 7 [3-7] 1[0-7]
OE 1,0% 15 [11-22] 5 [2-8] 9 [8-13] 66 [13-72]
OE 2,5% 19 [14-21] 4,5 [3-7] 8[7-8] 0 [0-6]

Mediana e Intervalos Interquartis [Q1 — Q3]

* p<0,05 em relagdo ao grupo controle negativo (Teste de Kruskal-Wallis seguido de Mann Whitney).

Nesta tabela, sdo analisados 0s comportamentos que representam a avaliacéo de risco,
em que o camundongo antecipa um perigo potencial. Assim, o mergulho de cabeca e as
espreitas foram realizados com maior frequéncia tanto no controle negativo (auséncia de
tratamento) quanto na inalacdo de 6leo essencial (em todas as concentragdes), 0 que somente
ressalta a hipervigilancia apresentada por individuos ansiosos. O grupo tratado com Diazepam
obteve significativa reducdo destes dois comportamentos, sendo um resultado esperado e
promovido por sua acdo ansiolitica.

Os outros dois parametros medidos pela analise etoldgica foram rearing e grooming.

O comportamento de grooming foi avaliado pelo tempo em que o animal gasta para
realizar sua autolimpeza. Alguns estudos relatam néo haver correlagcdo entre o comportamento
de grooming e a ansiedade. Existem indicios de que os Benzodiazepinicos (como o
Diazepam) provoquem reducdo deste comportamento, por reduzirem a resposta aos estimulos
ansiogénicos (Spruijt et al., 1992). No entanto, por existir uma alta variabilidade nos
resultados aqui encontrados, ndo é possivel fazer inferéncias sobre a influéncia deste
comportamento.

Ja o rearing (levantar), que indica um comportamento exploratorio, ndo obteve
diferenca significativa entre os grupos. A execucdo deste comportamento € importante para
avaliar a integridade do sistema motor, relacionado com atividade exploratdria (Espejo, 1997,

Rodgers et al., 1997). Positivamente, o tratamento com OE ndo promoveu qualquer alteracédo
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neste parametro. Essa medida €é frequentemente utilizada em outros modelos
comportamentais, como a Caixa Claro-Escuro (Crawley e Goodwin, 1980) em que 0s
resultados deste comportamento s&o fundamentais para a avaliacdo do efeito ansiolitico.

A selecdo de parametros para a pesquisa comportamental é um topico importante de
discussdo. Enquanto alguns autores sdo a favor da adicdo de fatores etoldgicos, outros
preferem ter como referéncias somente alguns “bons” indices. Uma lamentavel tendéncia
observada atualmente em artigos publicados é que seus dados comportamentais sdo limitados
a apenas algumas medidas, algumas vezes adicionando outros tipos de dados referentes a
biologia molecular (Kendler et al., 1987). No entanto, é fundamental entender que a analise de
multiplos parametros do comportamento (como a anélise de fatores etoldgicos) pode muito
bem ser tdo importante quanto o estudo de marcadores genéticos ou neuroquimicos da

ansiedade e depressao.

4.3. Avaliacao da atividade antidepressiva

Utilizando o modelo do Teste do Nado Forcado, o principal parametro medido na
avaliacdo da atividade ansiolitica foi o tempo de Imobilidade.

a) Escolha do Controle Negativo: Salina ou Auséncia de Tratamento

A escolha do controle negativo se baseou nas mesmas condi¢fes apresentadas na
avaliacdo da atividade ansiolitica.

Conforme mostrado na figura 10, os controles negativos ndo apresentaram diferencas
significativas entre si quanto ao tempo de imobilidade. Deste modo, também validamos a
auséncia de tratamento como o melhor controle negativo usado na investigacdo da atividade
antidepressiva por via inalatoria, assim como ja determinado para a avaliacdo da atividade

ansiolitica no LCE e ja esclarecida suas vantagens.
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Tempo de Imobilidade - TNF
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Figura 10. Mediana (Q 1-Q3) do Tempo de Imobilidade no Teste do Nado Forcado (TNF), dtil na
escolha do grupo controle negativo (salina ou auséncia de tratamento).

n = ndmero de animais por grupo
* p<0,05 em relacdo aos grupos controles negativos (Teste de Kruskal-Wallis seguido do Teste de Mann
Whitney).

b) Avalia¢do do efeito antidepressivo do Oleo Essencial

Observando a figura 11, a Imipramina na dose de 30mg/kg foi efetiva na reducdo do
tempo de imobilidade, o que indica a presenca da atividade compativel com a reducdo do
desespero comportamental, parametro experimental associado a atividade antidepressiva. No
entanto, observou-se que ndo houve diferenca significativa do tempo de imobilidade entre as
concentragOes de OE e o controle negativo.

Os resultados encontrados para o OE de Citrus aurantium permitem afirmar que nao
existe efeito antidepressivo por via inalatdria em camundongos submetidos a essas trés
concentracdes de OE: 0,5%, 1,0% e 2,5%.

Com relacdo a confiabilidade do modelo experimental escolhido, o TNF é o modelo
farmacoldgico “in vivo” mais utilizado para avaliar sinais de depressdo, além de ter grande
sensibilidade para todas as classes de antidepressivos, independentemente do mecanismo de
acao (Petit-Demouliere et al., 2005).

Os outros comportamentos que poderiam ser analisados seriam a natagdo e a escalada,
Gteis na distingdo das classes de drogas e determinantes na inferéncia do mecanismo de acédo
envolvido. Entretanto, seria interessante analisa-los caso houvesse reducdo do tempo de
imobilidade para as concentragdes do OE. Como o efeito antidepressivo ndo ocorreu, tornou-

se desnecessaria esta avaliacao.



25

Tempo de Imobilidade - TNF

250
8 200
T *
=]
é" 150
5
o 100
Qo
5
2 50
0
Imipramina Auséncia de OE 0,5% OE 1,0% OE 2,5%
(n=6) Tratamento (n=8) (n=8) (n=8)
(n=6)
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Figura 11. Mediana (Q 1-Q3) do Tempo de Imobilidade no Teste do Nado Forcado (TNF) para a
Avaliacdo da Atividade Antidepressiva do Oleo Essencial (OE) de Citrus aurantium por via inalatoria
em camundongos.

n = ndmero de animais por grupo
*p<0,05 em relagdo aos grupo controle negativo (Teste de Kruskal-Wallis sequido do Teste de Mann
Whitney).

4.4. Avaliagao da atividade motora

A integridade do sistema motor foi avaliada com a utilizacdo do Rota-Rod (Teste da
Barra Giratdria). Todos os animais foram submetidos ao teste, tanto no modelo para ansiedade
quanto no modelo para depressao.

O resultado foi satisfatério quanto a integridade motora, uma vez que todos 0s
camundongos foram capazes de se manter durante 1 minuto sobre a barra em movimento (5
r.p.m.), tanto os pertencentes aos grupos controles (Diazepam ou Imipramina ou Ausentes de
Tratamento) quanto o0s animais pertencentes aos grupos que inalaram o OE.

Estes resultados sdo indispensaveis para confirmar as conclusdes apresentadas
anteriormente. A auséncia de prejuizo na atividade locomotora nos camundongos submetidos
aos testes garante que o efeito observado nos modelos ndo seja devido a nenhum
comprometimento motor que impossibilite 0 desempenho e a execu¢do dos comportamentos

dos animais.
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4.5. Avaliagao geral

Excluidas as possibilidades de interferéncia nos resultados, € importante avaliar as
atividades e implicacdes gerais de todo o experimento, que envolvem todos os modelos de
forma indistinta.

Assim, € interessante analisar especialmente o uso do OE de Citrus aurantium no
estudo da ansiedade e da depressdo de um modo geral. Estudos anteriores mostraram que 0
OE de Citrus aurantium administrado por via oral tem atividade em modelos experimentais
que reproduzem os principais transtornos de ansiedade. (Pultrini, 2006). Em um destes
estudos, o OE de Citrus aurantium L. foi capaz de aumentar o tempo de permanéncia dos
animais sobre os BA no LCE, perfil comportamental que indica um potencial efeito
ansiolitico (Carvalho-Freitas e Costa, 2002). Além do LCE, outros modelos experimentais
como a Caixa Claro-Escuro e o Teste de Esconder Esferas foram efetivos para demonstrar
potenciais efeitos associados ao transtorno de ansiedade generalizada e ao transtorno
obsessivo compulsivo, respectivamente. (Carvalho-Freitas e Costa, 2002). No entanto, vale
destacar que os estudos foram realizados a partir da administracdo do OE via oral e o efeito
foi encontrado com a administracdo de doses elevadas (1g/kg), ao contrério do que aqui
propusemos, com a inalacédo de baixas concentragdes de OE.

Com esta garantia sobre a utilizacdo do Citrus aurantium, entra em questdo 0 seu uso
por via inalatéria. Para isso, é relevante avaliar a potencialidade do uso de 6leos essenciais
provindos de plantas medicinais utilizados especificamente por via inalatoria para o estudo da
ansiedade e depressdo. Neste caso, seu uso é fundamentado e validado por meio da resposta
positiva obtida em estudos anteriores, em que 6leos essenciais inalados por camundongos ja
apresentaram efeito ansiolitico quando expostos ao LCE (Almeida et al., 2004; Leite et al.,
2008) e também efeito antidepressivo quando expostos ao TNF (Komori et al., 1995).

Portanto, com a auséncia de alteracGes na atividade geral e habilidade exploratoria dos
camundongos somada a efetividade da inalacdo de Oleos essenciais, aqui sustentamos a
inexisténcia de efeito ansiolitico e antidepressivo do OE de Citrus aurantium L. nas
concentragOes avaliadas por via inalatoria.

Mesmo assim, € importante destacar a possibilidade de obtencdo de efeito se
alterarmos as concentracfes do 6leo essencial. Um estudo realizado com ratos encontrou
efeito ansiolitico do OE de Citrus aurantium L. na concentracdo de 2,5% (Leite et al., 2008).
No entanto, no estudo com camundongos esta concentracdo ndo foi efetiva. Isso ocorre por

existir uma dificuldade em estimar a correspondéncia da concentracdo de OE (assim como de
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drogas, no geral) para diferentes espécies. Desta maneira, as concentragdes aqui avaliadas
podem ter sido inferiores a concentracao efetiva para camundongos.

Além disso, em uma abrangente revisdo, Inouye (2003) agrupa evidéncias
experimentais de que 6leos essenciais e compostos puros presentes em fragrancias podem ser
detectados na pele, pulmdes, sangue e cerebro de camundongos, ap0s exposicdo a um
ambiente com o ar enriquecido destes compostos volateis, resultado da absorcdo por meio da
funcdo pulmonar (inalagdo) ou percuténea, neste caso provavelmente por ligacdo a queratina
(Inoye e Abe, 2006), um padrdo de absorcéo semelhante ao que ocorre em seres humanos.

Isso nos faz especular duas possibilidades para explicar a acdo dos OE sobre
comportamentos em modelos experimentas que indicam acdo sobre o SNC. Na primeira, as
respostas comportamentais podem ser atribuidas a ativacdo do sistema olfatorio pelos
componentes volateis presentes nos 6leos essenciais, que atuariam em receptores localizados
na cavidade nasal. Como resposta a esta ativacao, tais receptores passariam a emitir sinais —
via bulbo olfatério — para diferentes areas do cérebro. A segunda possibilidade envolveria a
passagem dos compostos presentes nos 6leos essenciais através das membranas biol6gicas até
atingirem a corrente circulatoria, distribuindo-se desta forma para os demais érgaos até chegar
ao sistema nervoso central. Nossos resultados ndo permitem a distingdo entre estas duas
possibilidades, mas esta informacdo seria relevante na escolha das concentracdes utilizadas,
uma vez que esta pode variar de acordo com o mecanismo envolvido na inalagdo do OE
(ativacdo do sistema olfatorio ou absorcéo através de membranas bioldgicas).

Portanto, ndo se pode generalizar e inferir que ndo existe efeito ansiolitico e
antidepressivo do OE de Citrus aurantium por via inalatoria, mas somente que ndo ha efeito
nas concentracfes de 0,5%, 1,0% e 2,5%. Deste modo, para uma avaliagdo mais completa,
seriam necessarios estudos mais refinados sobre a atividade bioldgica deste 6leo essencial,

possivelmente incluindo estudos de farmacocinética e neuroquimica.
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5. CONCLUSOES

O Oleo Essencial de Citrus aurantium L. nas concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,5% néo

possui efeito ansiolitico por via inalatéria.

O Oleo Essencial de Citrus aurantium L. nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e 2,5% ndo

possui efeito antidepressivo por via inalatéria.

N&o ha comprometimento motor quando os camundongos sdo submetidos a inalacéo

das trés concentracdes do OE de Citrus aurantium L.

Camundongos isentos de tratamento podem ser escolhidos para compor 0 grupo
controle negativo, em substituicio da administracdo da salina, quando a via de

administracdo da droga teste for inalatoria.
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ANEXO 1

Universidade Estadual Paulista

n Instituto de ~Biocié'ncias
u esp CEEA — COMISSAO DE ETICA NA

EXPERIMENTACAO ANIMAL
Caixa Postal 510 - 18.618-000 - Botucatu, SP fone (014) 38116013 fax (014381 13744

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 009/06-CEEA,
sobre “Modelos experimentais em ansiedade em roedores”,
sob a responsabilidade de MIRTES COSTA, esta de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foi aprovado pela comissdio DE ETICA NA

EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA), em reunido de 06/04/06.

Botucatu, 07 de abril de 2006.

—
Frvine e LA

Prof. Dr. FRANCISCO DE ASSIS GANEQO DE MELLO
Presidente - CEEA
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 155-CEEA, sobre
“Modelos experimentais de depressdo em roedores”, sob a
responsabilidade de Mirtes Costa, esta de acordo com 0s
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) ¢
foi aprovado “Ad referendum” da COMISSAO DE ETICA
NA EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA), nesta data.

Botucatu, 19 de janeiro de 2010.
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Prof* Dr* PATRICIA fﬁkﬂ)&DA F. PINHEIRO
Presidente - CEEA

Instituto de Biociéncias - Diretoria Técnica Académica
Distrito de Rubi&o Jdnior s/n CEP 18618-000 Botucatu SP Brasil
Tel 14 3811 6013/8014 fax 14 3815 3744 e-mall: dta@ibb.unesp.br

35




	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	AGRADECIMENTOS
	RESUMO
	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. OBJETIVO
	3. MATERIAL E MÉTODOS
	4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	5. CONCLUSÕES
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXOS

